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Abstract 
Formålet med dette projekt er at undersøge, hvorvidt resistensniveauet hos en E.coli af stammen 
MG1655 afhænger af, om det pågældende resistensgen er placeret på et høj- eller lavkopi plasmid. 
Grunden til at vi ønsker at undersøge forskellen på høj- og lavkopi plasmider er, at det hidtil endnu 
ikke er blevet bestemt, om mængden af antibiotika der skal til for at hæmme væksten af bakterier, 
afhænger af kopitallet. Desuden vil vi undersøge om det anvendte antibiotikums virkemåde har en 
indvirkning på resistensniveauet, uafhængigt af resistensgenets placering på hhv. høj- eller et 
lavkopi plasmid. De antibiotika vi har valgt at arbejde med er tetracyklin, ampicillin og 
kloramfenikol. Grunden til vi har valgt disse antibiotika er, at de hver især udnytter forskellige 
strategier til at bekæmpe bakterien. Dermed er bakterien nød til at gøre brug af forskellige metoder 
til at inaktivere hvert af de tre antibiotika. 
Vores metode går ud på at indsætte resistensgener for de tre antibiotika på hhv. et høj- og et lavkopi 
plasmid, som transformeres ind i MG1655. Til sidst bruger vi MIC-målinger til at sammenligne 
resistensniveauet. At måle MIC vil sige at måle den mindste koncentration der skal til for at hæmme 
bateriernes vækst. Vores udgangspunkt var, at resistensniveauet for tetracyklin ville afhænge af 
kopitallet, mens resistensniveauet for kloramfenikol og ampicillin ikke ville. Denne teori opstillede 
vi på baggrund af viden om deres respektive mekanismer. Desværre lykkedes det os kun at få klare 
resultater fra ampicillineksperimentet. Her viste det sig, at resistensniveauet for ampicillin og dets 
tilsvarende resistensgen ampR afhænger af plasmidets kopital. For kloramfenikol med cat indikerer 
vores resultater, at resistensniveauet ikke afhænger af kopitallet. Dette kan dog skyldes, at et af 
vores plasmider ikke havde korrekt insert, og forsøget skal derfor gentages før end vi kan 
konkludere noget. Vi fik ingen resultater for tetracyklin.  
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Abstract 
The purpose of this project is to examine if the extent of resistance in E.coli MG1655 is depending 
on which kind of plasmid the resistance gene is placed on, a high copy number plasmid or a low 
copy number plasmid. We wish to see if the copy number makes a difference, as it so far never has 
been examined whether the amount of antibiotics needed to prevent the bacteria from growing is 
determined by the copy number of the plasmids or not. Furthermore, we wish to see if the specific 
target of the different antibiotics has an effect on the extent of resistance. 
We have chosen to work with three different antibiotics; tetracycline, ampicillin and 
chloramphenicol. The reason for selecting these antibiotics is that they each have different targets, 
and therefore uses different mechanisms to inhibit the bacteria's growth. This means that the 
bacteria have to use different methods to inactivate each of the antibiotics. 
Our method is to insert resistance genes towards the three antibiotics to both a high copy plasmid 
and a low copy plasmid. These plasmids are then transformed into MG1655. Finally we use MIC 
measurements to compare the extent of resistance. To make an MIC measurement means to 
measure the lowest amount of antibiotics needed to inhibit the bacteria's growth. 
We started by assuming that the resistance of tetracycline would depend of the copy number of the 
used plasmid and the resistance of ampicillin and chloramphenicol would not. We based this theory 
on our knowledge about their mechanisms, respectively. Unfortunately we only succeeded in 
getting clear results from the experiment with ampicillin. These results showed that the extent of 
resistance in the case of ampicillin and its corresponding resistance gene ampR is depending on, 
whether ampR is placed on a high copy number plasmid or a low copy number plasmid. In the case 
with chloramphenicol and cat, our results indicate that the resistance is not depending on the copy 
number of the plasmid. However, one of our plasmids did not have a completely correct insert, so 
the experiment will have to be repeated before anything can be concluded. We did not get any 
results from the experiment with tetracycline.  
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Ordliste 
amp – ampicillin 
ampR – resistensgen for amp 
bak - bakterier 
bp – basepar 
cam/CM – kloramfenikol 
cat – resistensgen for cam 
CAT – kloramfenikol acetyltransferase (enzym) 
DH10b – muteret E.coli stamme 
dH2O – demineraliseret vand 
F – forward (opstrøms for genet) 
IM – indre membran 
KKC – kemisk kompetente celler 
LB – Luria-Bertani, dyrkningsmedium  
mb – megabase 
MG1655 – vildtype E.coli stamme 
MIC – minimums antibiotikum hæmningskoncentration. 
OD – optisk densitet 
OM – ydre membran 
ON – overnatskultur 
PBP – penicillinbindende proteiner 
pBR322 – vektor med tet  
PCR – polymerase kæde reaktion (kloning)  
pMGJ25 – vektor med cat   
pNDM71 – lavkopi plasmid 
pUC18 – højkopi plasmid 
R – reverse (nedstrøms for genet) 
rpm – omdrejninger per minut  
TBE – Tris base/borsyre/EDTA, buffer opløsning 
tc – tetracyklin 
tetR –  resistensgen for tc 
wt – vildtype 
30S – 30 subunit (underenhed af ribosomet, det er ligeledes gældende for 50S) 
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Indledning 
Antibiotikaresistens hos bakterier er gennem de sidste 20 år blevet et stigende problem, idet vi ikke 
kan nå at udvikle nye typer af antibiotika hurtigt nok til at forhindre sygdomsforløb (SSI 1, 2010). I 
Danmark dør der 200-300 mennesker hvert år af normalt ufarlige infektioner, fordi bakterierne har 
udviklet resistens overfor det anvendte antibiotika (VO, 2010). Multiresistente bakterier er et 
problem for mennesker, da der er mange eksempler på, at førhen relativt ufarlige bakterier har 
udviklet sig og medført en dødelig infektion.  
Med udgangspunkt i dette vil vi beskrive mekanismerne bag udvikling af resistens, og undersøge 
eksperimentelt om der er en sammenhæng mellem gendosis og mængden af antibiotika der skal 
anvendes for at hæmme væksten af den pågældende E.coli stamme. Dette gøres i praksis ved at 
indsætte resistensgener på lav- og højkopi plasmider, og herefter bestemme den minimale 
koncentration af det pågældende antibiotikum, som hæmmer væksten af den anvendte E.coli 
stamme. Vi vil ligeledes undersøge, om de forskellige resistensmekanismer, impermeabilitet, 
enzymatisk inaktivering, ændring af angrebspunktet og krydsresistens, har en indflydelse på 
resistensniveauet. Til det formål anvender vi tre forskellige typer antibiotika for at kunne 
sammenligne resultaterne, og se om de forskellige angrebsmekanismer har en indvirkning. Vi 
bruger kloramfenikol og ampicillin, som begge bliver inaktiveret enzymatisk, og tetracyklin, som 
bliver uskadeliggjort ved impermeabilitet fra bakteriens side. Ved at vælge to antibiotika med 
samme mekanisme kan vi konkludere, at hvis udfaldet bliver ens for de to forsøg er 
resistensniveauet afhængigt af mekanismen alene, hvorimod der må være andre variabler 
indblandet, hvis udfaldet bliver forskelligt. 
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Semesterbinding 
Det grundvidenskabelige problem ligger i, at der i dag er en stigende fremkomst af antibiotika 
resistente bakterier. Vi vælger bl.a. at fokusere på tre forskellige resistensgener, og hvor store 
mængder af antibiotika der skal til før bakteriens vækst hæmmes, hvis de pågældende gener klones 
på plasmider med forskellige kopital. Den naturvidenskabelige løsning ligger i vores valg af 
metode. Vi har valgt at arbejde med kloning af bakterier, for at kunne se på hvordan resistensen 
udvikles. Herunder vil vi undersøge om der er en sammenhæng mellem MIC og gendosis. Vi 
forventer ikke at opdage en endegyldig løsning på problemet med resistente bakterier, da dette kan 
tage mange år at finde. Derfor skal projektet her ses som grundstenen for videre forskning. 
 
Problemformulering 
 Afhænger resistensniveauet af mekanismen for alle typer resistens, og hænger 
resistensniveauet overfor tetracyklin, ampicillin, og kloramfenikol sammen med kopitallet af 
de tilhørende resistensgener?  
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E.coli bakterien 
Escherichia coli (E.coli), som ses på figur 1, er en encellet mikroorganisme og 
har en størrelse på omkring 2µm x 0,5µm. E.coli bakterien tilhører gruppen af 
gram-negative bakterier der kendetegnes ved deres komplekse opbygning af 
cellevæggen. Dette vil blive uddybet under afsnittet impermeabilitet. Inde i 
cellens cytoplasma findes E.colis kromosom, sammen med ribosomer, 
proteiner samt RNA og byggesten hertil (Nelson & Cox, 2007). På den ydre 
del af membranen findes pilus, der er en masse små klæbrige fimrehår, som 
bakterien bruger til at vedhæfte sig andre bakterier, når den skal lave en 
genoverførsel. Flagellen, der også sidder på ydresiden, hjælper sammen med pilus til bevægelsen af 
bakterien i den mikroorganisme den befinder sig i. På figur 2 ses opbygning af en bakterie. Hos 
E.coli er kromosomet opbygget af dobbeltstrenget DNA, der indeholder omkring 4,6mb, som koder 
for omkring 4400 gener. E.coli 
kromosomet er omkring 700 
gange mindre end det humane 
genom (Nelson & Cox, 2007). 
Pga. størrelsen kan DNA’et 
kun indeholde få informa-
tioner, hvor disse koder for 
dannelsen af proteiner, der  
kan være nødvendige for 
bakteriens overlevelse. Nogle 
E.coli stammer indeholder 
desuden plasmider. 
Plasmiderne koder for genetisk information, der ikke er nødvendig for bak-teriens overlevelse, 
f.eks. et gen der koder for β-laktamase, der kan gøre bakterien resistent overfor ampicillin. 
Plasmiderne har struktur som et cirkulært molekyle, og indeholder typisk mellem 1000 og 
10.000bp, nogle gange flere. Plasmiderne kan videregives til datterceller ved en direkte spredning 
under celledeling. Yderligere har E.coli den egenskab at kunne overføre plasmiderne via 
konjugation til andre bakterie både af samme art og af anden art, dette kaldes for en horisontal 
spredning (Nelson & Cox, 2007). 
Figur 2 viser strukturen af en prokaryot. DNA flyder frit i cytoplasmaet 
sammen med ribosomer og plasmider, modsat eukaryoter, hvor DNA’et er 
beskyttet af cellekernen (Frit efter Hansen, 2005). 
På figur 1 ses en 
E.coli bakterie. 
(Falkenstein, 2010) 
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Der findes mange forskellige typer E.coli. Disse kan som hovedgrupper opdeles i de pathogene 
typer og i de uskadelige typer (Kaper & Nataro, 1998). 
Hvis bakterien er uskadelig, betyder det, at den ikke giver ophav til nogen form for sygdom eller 
infektioner. Man finder ofte disse E.coli som en del af den menneskelige tarm, hvor de hjælper til 
med at optage næringsstoffer og hjælper til produktion af bl.a. K-vitamin.  
De patogene typer er derimod sygdomsfremkaldende, og kan forårsage tarminfektioner, 
madforgiftning og blindtarmsbetændelse (SSI3, 2010). Udbredelsen af de patogene typer er ikke 
nær så stor som de uskadelige typer. Alligevel er det for det meste de patogene man hører om pga. 
symptomer som blodig diarre og opkast. Overførelsen mellem mennesker sker ofte igennem mad og 
vand (CDC, 2010).  
Patogene bakterier kan indeholde resistensgener, som kan overføres horisontalt, til de uskadelige 
typer, så der udvikles nye patogene typer. E.coli har en simpel genetik, der gør den let at manipulere 
med og nem at dyrke på forskellige medier, da den har nogle simple krav for overlevelse, 
eksempelvis kan den både leve i miljøer med og uden ilt.  E.coli formerer sig bedst ved en 
temperatur på omkring 37◦C. Dette, samt dens hurtige vækst, gør den ideel som en modelorganisme 
og utrolig brugbar i bioteknologien og mikrobiologien (Barer & Chart, 2007).  
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Antibiotikaresistens 
Antibiotika er en kemisk forbindelse der påvirker de synteseprocesser, der er nødvendige for vækst 
eller deling af en bakterie. Ved antibiotikaresistens forstår man, at bakterier har udviklet en 
modstandsdygtighed overfor antibiotika, dvs. at antibiotikummet ikke længere har nogen effekt på 
disse bakterier. Konsekvensen af dette bliver, at antibiotikummet ikke længere kan bruges til 
bekæmpelse af denne bakterie. Der findes to typer antibiotikaresistens, det medfødte og det 
erhvervede, hvor det erhvervede kan deles ind i fire overordnede mekanismer som beskrives senere 
(SSI2, 2010).  
 
Forekomst af antibiotikaresistens 
Når DNA’et replikeres, kan der ske fejl. Dette kommer til udtryk i form af genmutationer, som er 
ændringer i bakteriens arvemateriale. Hos bakterier findes der flere typer mutationer, som oftest 
forekommer i form af punktmutationer, insertioner og deletioner. En punktmutation er en mutation, 
hvor en lille del af arvematerialet ændres. I princippet kan der være tale om kun et enkelt basepar, 
men af og til er mutationen større, og flere basepar er involveret. Ofte vil mutationen bestå i, at en 
base bliver indsat forkert, hvilket medfører en ændring i tripletkoden, som baseparret indgår i, og 
dermed kodes der for en anden aminosyre (Bøgeskov, 1991). I sidste ende kan det betyde at 
bakteriens egenskaber ændres, f.eks. at den bliver resistent overfor visse typer af antibiotika. Det er 
også ved en punktmutation hos bakterien i promoterregionen, at opreguleringen af effluxpumper 
hos bakterien kodes. Effluxpumper forklares nærmere i afsnittet impermeabilitet. Andre typer af 
mutationer ses også, nemlig insertioner og deletioner. Ved deletion sker der det, at et nukleotid helt 
falder bort, og ved insertion indsættes et ekstra, hvilket ligesom ved punkmutationer ændrer 
aminosyresekvensen (Bøgeskov, 1991).  
Bakterier, som indeholder et plasmid evt. kodende for resistensgener, har som regel lidt længere 
generationstid. Dvs. at det kun er gavnligt for cellerne at have det pågældende plasmid, hvis de 
udsættes for antibiotika. Også mutationer på kromosomet kan være til ulempe med mindre det 
pågældende antibiotika er til stede. Når en bakterie muterer, og dens mutation viser sig at være 
nyttig, vil den ofte naturligt blive den mest udbredte, et eksempel er igen de resistente bakterier. I en 
bakteriekultur vil de muterede bakterier oftest være i undertal, i og med at den pågældende mutation 
ikke finder sted i samtlige bakterier. Hvis den pågældende koloni udsættes for antibiotika, vil alle 
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de ikke-resistente bakterier dø eller væksten af dem vil stoppes, og de resistente vil fortsætte deres 
livscyklus. Dette resulterer i, at de nye bakterier alle vil være resistente over for det pågældende 
antibiotikum (Gyldenholm, 2000). 
 
Medfødt antibiotikaresistens 
Medfødt antibiotikaresistens hos bakterier vil sige, at bakterien har en naturlig resistens fra start af. 
I naturen findes der bakterier, der selv udskiller antibiotikalignende stoffer. Et eksempel er 
bakteriearten Streptomyces, som bl.a. danner antibiotikummet tetracyklin (Bryskier, 2005). Da 
bakterien selv danner antibiotikummet har den en naturlig resistens overfor dette stof, samt stoffer 
der ligner tetracyklin. Nogle antibiotika virker ved at binde sig til bestemte receptorer, som kun 
findes hos nogle bakterier. De bakterier der ikke har receptorer har naturlig resistens overfor det 
pågældende antibiotikum. Ligeledes kan det også være bakteriens cellemembran der forhindrer 
visse antibiotika i at trænge ind i cellen. Bakterier, der lever sammen med naturligt resistente 
bakterier, kan udvikle resistens over for antibiotika, selvom de ikke udsættes for det i kunstigt 
fremstillet form, da de er nødt til at tilpasse sig de stoffer den naturligt resistente bakterie udskiller 
for at overleve (SSI2, 2010).  
 
Erhvervet antibiotikaresistens  
Ved erhvervede antibiotikaresistens har bakterien via mutationer tilpasset sig et antibiotikaholdigt 
miljø. Når antibiotikummet er i subinhibitoriske koncentrationer, vil det sige, at koncentration af 
antibiotika præcis er, så bakterien ikke stopper sin vækst, og bakterien vil vokse videre og tilpasse 
sig antibiotikummet. Herved kan bakterien over tid udvikle resistens (Berkowith, 1995). Disse 
mutationer kaldes også for kromosomale mutationer, da der sker en ændring i bakteriens DNA. Der 
sker hele tiden mutationer ved lav frekvens i bakteriens DNA, hvorved nogle kan opnå en positiv 
ændring, eksempelvis i form af antibiotikaresistens. Mutationerne sker under replikationen af 
bakteriens DNA. Under konjugation, hvor en bakterie overføre sit DNA til en anden bakterie via 
plasmider, kan der også ske ændringer i bakteriens DNA (Cambell & Reece, 2007). Erhvervet 
resistens kan deles op i fire mekanismer; impermeabilitet, enzymatisk inaktivering, ændring af 
angrebspunkt og krydsresistens, som er forklaret nærmere herunder (SSI2, 2010).  
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Impermeabilitet  
Impermeabilitet i forbindelse med antibiotikaresistens, kan forklares som en nedsat evne til 
optagelse af antibiotika over cellemembranen, eller en forøget transport af antibiotika ud af cellen 
(SSI2, 2009). Bakteriecellen er omringet af en membran der består af et flydende dobbelt lipidlag, 
med de hydrofile ender ind mod cytoplasmaet og ud mod omgivelserne, mens de hydrofobe ender 
er samlet i midten. Transporten over cellemembranen sker vha. transportproteiner. Nogle er perifere 
proteiner, hvilket betyder at de kun bryder gennem cellemembranen på den ene side, og derved har 
kontakt med enten cytoplasmaet eller miljøet udenfor cellen. Andre transportproteiner er integrale 
proteiner, der bryder gennem begge sider af membranen og har kontakt både med cytoplasma og 
med miljøet uden for cellen (Campbell & Reece, 2007). Membranen spiller en vigtig rolle for 
cellens evne til at optage og afgive stoffer. Da en stor del af membranen er lipider, der er upolære, 
er det nemmere for små upolære molekyler som f.eks. O2 at passere over membranen ved hjælp af 
poriner. Poriner er kanaler, der tillader passiv transport via diffusion (Campbell & Reece, 2007). 
Større molekyler kan kun transporteres over membranen vha. aktiv transport, som bl.a. varetages af 
effluxpumperne. De forklares nærmere senere i dette afsnit.  Cellens permeabilitet hænger således 
sammen med polaritet og størrelse af molekylerne der skal transporteres over membranen (Bidstrup 
& Jensen, 2009). Bakterier kan opdeles i gram-positive og gram-negative bakterier, ud fra 
cellemembranens sammensætning og permeabilitet.  
 
Gram-positive bakterier 
Gram-positive bakterier har en tykkere, men mere simpelt opbygget membran, end gram-negative 
bakterier. Dette ses på figur 3. Membranen hos de gram-positive bakterier indeholder en stor 
mængde peptidoglycan, der er en kæde af omdannede sukkerpolymerer, krydsforbundet af korte 
polypeptider (Bidstrup & Jensen, 2009). Peptidoglycanet danner et ensartet lag rundt om 
membranen, hvilket styrker bakteriens cellevæg ved at gøre den mere stiv, og modvirker det 
osmotiske tryk fra bakteriens indre miljø (Campbell & Reece, 2007). Membranen kan i grove træk 
deles op i to dele; en indre plasmamembran og et kraftigt ydre lag af peptidoglycan, der begge kan 
indeholde proteiner.  
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På figur 3 ovenfor ses opbygningen af membranen hos en gram-positiv og en gram-negativ bakterie. Det ses 
tydeligt på udsnittet af cellemenbranerne, at gram-negative har en mere komplicerede opbygning (Campbell & 
Reece, 2007). 
Gram-negative bakterier  
Gram-negative bakterier har ikke nær så meget peptidoglycan i deres membran som de gram-
positive bakterier, men deres membran er til gengæld mere kompliceret opbygget. De gram-
negative bakterier har et lag lipopolysaccharider, hvilket er kulhydrater bundet til lipider, på deres 
ydre membran. Disse hjælper med beskyttelse af bakterien, mod kroppens forsvarsmekanismer 
(Campbell & Reece, 2007). Ligeledes har de i deres ydre membran transportproteiner, der er vigtige 
for transport over cellemembranen. Gram-negative bakterier er ofte mere resistente overfor 
antibiotika end gram-positive bakterier, da deres ydre membran hæmmer tilgangen for antibiotika. 
Hos de gram-negative kan membranen deles op i tre dele, en indre plasmamembran, der kan 
indeholde proteiner, et tyndt lag peptidoglycan og en ydre membran, der indeholder 
lipopolysaccharider, og kan indeholde proteiner (Campbell & Reece, 2007). Nogle antibiotika, som 
f.eks. penicillin, virker ved at hæmme bakteriens evne til at lave krydsforbindelser i laget af 
peptidoglycan, hvilket medfører at cellen ikke længere fungerer optimalt. Denne metode kan især 
bruges hos de gram-positive bakterier, da de indeholder meget peptidoglycan, som ikke er dækket 
af en ydre membran, hvilket gør det lettere for vores immunsystem at opdage bakterierne. Ved 
denne metode kan bakteriecellerne ødelægges uden vores egne celler påvirkes, da de ikke 
indeholder peptidoglycan (Madsen & Nielsen, 2005). 
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Effluxpumper og deres rolle i antibiotikaresistens 
En af de funktionelle mekanismer, der spiller en stor rolle i forbindelse med resistens overfor 
antibiotika hos bakterier, er deres effluxpumper. Effluxpumperne er et pumpesystem, som bruges til 
at transportere ioner, molekyler og mindre saccharider over både den ydre membran, OM, og over 
den indre membran, IM (Li & Nikaido, 2004). Disse transportmolekyler bliver normalt brugt til 
forskellige funktioner i bakterien, som regulering af koncentrationsgradienter, hvilket gør pumperne 
essentielle for bakteriens overlevelse. Effluxpumpernes funktion er som regel at ekskludere 
overskydende ioner, molekyler og saccharider fra cytosolet, for at undgå for store 
koncentrationsforskelle inden i og uden for bakterien (Li & Nikaido, 2004).  
Imidlertid har nogle bakterier, der i blandt E.coli, udviklet nogle specifikke pumpesystemer. Disse 
bruges til at transportere skadelige stoffer ud af bakterien uden at den påvirkes. Det er dem, der bl.a. 
gør, at bakterien bliver resistent. De forskellige effluxpumpetyper inddeles på to forskellige måder; 
de kan kategoriseres efter deres virkemåde, eller efter hvilken familie af pumper de tilhører (Li & 
Nikaido, 2004).  
 
Effluxpumpetyper og deres virkemåde 
Hvis man vælger at inddele pumpesystemerne efter deres virkemåde, vil de kunne opdeles i to 
forskellige typer: Single-component transporters, som styrer transporten over IM ved hjælp af 
transportkanalerne, og dermed sørger for eksklusion fra cytosolet, men ikke fra periplasmaet, og 
multi-component systemerne, som både styrer transporten over IM og OM. Antibiotikummet bliver 
via effluxpumperne ført ud, inden det når dets target, hvormed det mister sin effekt (Li & Nikaido, 
2004). 
 
Effluxpumper hos E.coli 
Hos E.coli fordeler antallet af pumper sig på 39 forskellige pumpetyper. De forskellige familier 
gennemgås nedenfor. E.coli indeholder syv typer ABC, 19 typer MFS, en enkelt type MATE, fem 
slags SMR og syv RND-pumper. På trods af, at der er færre typer RND-pumper, er det dog dem, 
der er mest betydende for transport af antibiotika over bakteriens membran. Specielt AcrAB-TolC 
har en betydning (Li & Nikaido, 2004). 
Pumpetyperne er inddelt i fem forskellige familier, to større, ABC og MFS, og tre mindre, MATE, 
SMR og RND (Li & Nikaido, 2004): 
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ABC  
Denne familie er den mest kendte, idet den består af de føromtalte nødvendige pumper, der bruges 
til transport af ioner, saccharider og aminosyrer. ABC står for Adenin-triphosphat Binding Casette, 
eller ATP-binding casette, hvilket vil sige, at pumpens arbejde fungerer, idet den får energi ved at 
hydrolysere ATP. I forbindelse med bakterier er den sjælden, bortset fra to steder, hvoraf det ene er 
hos E.coli. Her er der tale om den stof-specifikke pumpe MacAB (Li & Nikaido). 
 
SMR 
Small Multidrug Resistance superfamilien, som forkortes SMR, består af proton antiportere (Li & 
Nikaido, 2004), som transporterer stofferne over membranen ved såkaldt sekundær aktiv transport. 
Sekundær aktiv transport er nærmest en blanding mellem primær aktiv transport og passiv 
transport, altså diffusion. Ved sekundær aktiv transport vil processen blive styret af protonens 
koncentrationsgradient, altså forholdet mellem koncentrationerne på de to respektive sider af 
membranen. Protonen vil vandre mod den laveste gradient og give potentiel energi til transport af 
stoffet mod dets gradient. Den kraft, som driver denne proces, kaldes for proton-motive force PMF 
(Li & Nikaido, 2004). Stoffet vil løbe modsat, og dermed blive transporteret over membranen 
(NLM1, 2009). SMR antiporterne er ret små, og er hydrofobe som andre membranproteiner 
(Paulsen et al., 1995). 
 
MATE 
Multidrug And Toxic compunds Extrusion proteiner, eller MATEs, er den nyest definerede 
superfamilie af effluxpumper, der kan have betydning for bakteriers udvikling af 
antibiotikaresistens. Deres funktion i forbindelse med transport af antibiotika omhandler oftest 
transport af stoffer, der indeholder kationer (Omote et al., 2006), aminoglycosider og 
flourokinoloner. Transporten sker her ved hjælp af en elektrokemisk gradient (Li & Nikaido, 2004), 
men om det er ved hjælp af antiportere eller symportere, hvor transporten sker i den samme retning 
i stedet for modsatrettet, er ikke sikkert (NLM2, 2004). 
 
MFS 
Major Facilitator Superfamily transportere er en type transportproteiner, der har en vigtig betydning 
i forhold til udvikling af antibiotikaresistens hos bakterier. MFS transportere kan både være 
antiportere og symportere, og er også drevet af en elektrokemisk gradient, som MATE og SMR. 
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Typisk transporterer de kun en slags stof, f.eks. antibiotika, men hos E.coli kan de også fungere som 
multidrug-pumper, hvilket vil sige at de kan transportere flere forskellige stoffer (Li & Nikaido, 
2004).  
 
RND 
RND står for Resistance-Nodulation-cell-Division superfamilien. Denne type af pumper er specielt 
interessante for vores projekt, da koden for nogle RND-pumper ikke ligger på selve bakteriens 
kromosom, men på plasmider. Det gælder ofte for de pumper, der transporterer tungmetaller væk 
fra cellen. Det er nærliggende at tænke at denne egenskab altså må være udviklet hos bakterierne 
for at kunne overleve i miljøer med svær forurening af tungmetaller, og at den er givet videre 
mellem bakterierne ved konjugation.  
 
Enzymatisk inaktivering af antibiotika 
Enzymatisk inaktivering er en mekanisme bakterier udvikler for at beskytte sig mod antibiotika. 
Ved enzymatisk inaktivering danner bakterierne enzymer, der inaktiver antibiotikummet. Denne 
mekanisme er vigtig i forhold til resistens overfor β-laktamantibiotika, f.eks. ampicillin, 
aminoglygosider, f.eks. kanamycin, og fenikoler, f.eks. kloramfenikol (Berkowitz, 1995). 
β-laktamantibiotika, også kaldet penicillinerne, hæmmer cellevægssyntesen. Den aktive del af 
antibiotikummet, β-laktamringen, går ind og binder sig til de penicillinbindende proteiner, PBP, 
som er nødvendige for syntesen af peptidoglycan, som er en vigtig del af bakteriens cellevæg. 
Bakterier der er resistente overfor β-laktamantibiotika, danner enzymer kaldet β-laktamaser, der 
hydrolyserer β-laktamringen, og på den måde inaktiverer antibiotikummet. Nogle gram-positive 
bakterier udskiller β-laktamaser til omgivelserne, hvor gram-negative bakterier opkoncentrerer β-
laktamaserne i det periplasmatiske rum (SSI2, 2010) (Berkowitz, 1995). 
Aminoglycosiderne hæmmer proteinsyntesen på 30S delen af ribosomet, hvilket vil blive uddybet i 
næste afsnit. Aminoglycosider har en del amino- og hydroxyl-sidegrupper som er modtagelige 
overfor enzymatisk inaktivering. Bakterien danner enzymer der binder sig til disse sidegrupper og 
inaktiverer antibiotikummet.  
Kloramfenikol hæmmer proteinsyntesen på 50S delen af ribosomet. Enzymet CAT inaktiverer 
antibiotikummet, og gør bakterien resistent over for kloramfenikol (Berkowitz, 1995). 
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Ændring af antibiotikummets angrebspunkt 
En anden måde bakterier kan danne resistens overfor antibiotika er ved, at bakterien ændrer 
antibiotikummets angrebspunkt. Under normale omstændigheder angriber det anvendte 
antibiotikum, bestemte ydre strukturer, som cellevæggen eller de indre synteseveje af 
bakteriecellen. Her kan der være tale om β-laktamgruppen af antibiotika, som kan slå bakterier ihjel 
ved at hæmme cellevægssyntesen. Man kan opdele antibiotikas angrebspunkter i omkring 5 
hovedgrupper; heriblandt er der nogle, som angriber cellevæggen, proteinsyntesen, DNA-syntesen, 
folinsyresyntesen og cellemembranstrukturen (Madigan & Martino, 2006). På figur 4 kan man se en 
oversigt over opdelingen af antibiotikas angrebspunkter på bakterier.  
 
 
 
Figur 4 viser en oversigt over opdeling af antibiotikas angrebspunkter, samt 30S og 50S 
delene, som ses inde i midten (Madigan & Martino, 2006). 
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Antibiotikummet kan enten virke bakteriocidalt, hvilket medfører at bakterien går til grunde, eller 
bakteriostatisk, hvor væksten af bakterien hæmmes, men den ikke dør. I den nedenstående tekst vil 
vi forklare lidt nærmere om mekanismerne bag de antibiotika, der angriber cellevæggen og 
proteinsyntesen, og hvordan bakterier udvikler resistens overfor disse angrebspunkter. Grunden til 
at vi har udvalgt disse to angrebspunkter skyldes, at de antibiotika vi selv har arbejdet med angriber 
disse to punkter.   
 
En af de antibiotikagrupper der hæmmer cellevægssyntesen er, som tidligere nævnt, dem der er 
dannet af β-laktamringe, hvor nogle bakterier kan udvikle resistens mod disse ringe. β-
laktamantibiotika kan hæmme syntesen af cellevæggen, ved at binde sig til PBP og stoppe 
transpeptidasereaktionen. Under disse omstændigheder bliver cellevæggens vækst ikke hæmmet, 
men ændret, så der ikke længere dannes krydsforbindelser. Antibiotikummet frigiver et enzym, der 
hedder autolysin, som normalt påvirker cellevæggen, hvilket resulterer i en svag og 
selvnedbrydende cellevæg hos bakterien (Madigan & Martino, 2006).  
De tilfælde, hvor bakterier udvikler resistens mod β-laktamantibiotika, uden udskillelse af β-
laktamase, kan skyldes to ting; hos gram-negative bakterier kan det forårsages af nedsat 
gennemtrængelighed i OM hos bakterien, ellers kan bakterien udvikle en speciel PBP, der har 
reduceret genkendelighed overfor antibiotikummet (Spratt, 2004). Den reducerede genkendelighed 
medfører at antibiotikummet ikke længere har de ligheder med PBP, som gjorde at den kunne binde 
sig til det. Dette resulterer i, at antibiotikummet ikke kan binde sig til PBP og stopper 
cellevægssyntesen. Hos gram-positive bakterier kan der kun opstå resistens på den sidstnævnte 
måde (Spratt, 2004).  
Et andet angrebspunkt for antibiotika er hæmning af proteinsyntesen, hvilket for det meste foregår 
ved at påvirke bakteriens ribosomer. Selvom to forskellige antibiotika angriber samme punkt i 
proteinsyntesen, kan deres mekanisme stadig være forskellig (Madigan & Martino, 2006). F.eks. 
kan to forskellige antibiotika, som puromycin og kloramfenikol angribe proteinsyntesen på samme 
stadie under translationen, men på forskellige måder. De har begge det formål at hæmme 
proteinsyntesen under elongeringen. Elongeringsprocessen som ses på figur 5 næste side, er den 
proces under translationen, hvor aminosyrerne bliver tilføjet en ad gangen til den voksende 
polypeptidkæde. Antibiotikummet puromycin binder sig til A-sitet af ribosomet, som er det site der 
normalt binder aminoacyl-tRNA’et. Denne binding af puromycin resulterer i at elongation ender for 
tidligt (Madigan & Martino, 2006).  
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Kloramfenikol hæmmer også proteinsyntesen under elongeringen, men gør det ved at blokere for 
dannelsen af peptidbindinger (Madigan & Martino, 2006). 
Typisk plejer man at inddele antibiotika der hæmmer proteinsyntesen efter deres angrebspunkt på 
ribosomet, som består af 70S delen der kan opdeles i to subunits; 30S og 50S. Nogle antibiotika 
angriber 30S delen, der som regel vanskeliggør initationsprocessen, der er det skridt under 
translationen, som bringer mRNA sammen med tRNA, og heri også de to subunits af ribosomet. De 
antibiotika, der angriber 50S delen, vanskeliggør elongationen (Cocito, 1997). Hos de antibiotika 
der hæmmer proteinsyntesen kan resistens skyldes svækket gennemtrængelighed, inaktivering af 
antibiotika eller ændring af angrebspunktet.  
  
Figur 5 viser elongeringstrinnet i translationen, hvor polypeptidkæden syntetiseres (Campbell & Reece, 2007). 
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Krydsresistens 
Når en bakteriekultur, som ses på figur 6, udsættes for 
antibiotika, evt. gentagende gange eller ved udsættelse af 
forskellige koncentrationer, vil de fleste af bakterierne dø. Hvis 
der derimod er bakterier med resistens, vil antibiotikummet ikke 
virke mod disse, og kun de resistente bakterier, vil være tilbage. 
Disse er i stand til at dele sig, og efter en given periode vil de 
være de eneste tilbage. Dette kaldes for naturlig selektion af 
resistente bakterier (Ehlers, 2010). En øget frekvens af resistente 
bakterier vil derfor være at finde ved et øget antibiotikaforbrug. 
Når resistens optræder, vil det sige, at bakterien har resistens 
overfor et specifikt antibiotikum. Når krydsresistens optræder i 
en bakterie betyder det, at bakterien også har udviklet resistens 
overfor andre antibiotika, med samme virkningsmåde og som 
er kemisk ens med den specifikke type.  Eksempelvis kan 
bakterien have et resistensgen, der koder for 
kloramfenikolresistens, og kan derfor krydsreagere mod 
triamfenikol, hvis struktur og virkemåde ligner kloramfenikol. 
(DSKM, 2010) (Bryskier, 2005). En anden type resistens er co-
resistens. Hvor krydsresistens er resistens overfor flere 
antibiotika af samme gruppe, menes der med co-resistens, at bakterien er resistent overfor flere 
antibiotika fra forskellige grupper (DSKM, 2010). Denne type resistens forekommer ofte ved 
impermeabilitet, hvor bakteriens cellevæg bliver ugennemtrængelig overfor flere grupper af 
antibiotika, afhængig af virkemåden. Hvis antibiotikummets angrebspunkt muterer, vil andre 
lignende antibiotika med samme angrebspunkt heller ikke kunne binde sig til punktet længere. 
Bakterien får derfor krydsresistens eller co-resistens mod alle disse antibiotika, alt afhængig af om 
de er fra samme eller forskellige grupper. Et eksempel på co-resistens forårsaget af et ændret 
angrebspunkt er tetracyklin og streptomycin, som begge binder sig til 30S delen af ribosomet 
(Bryskier, 2005) (BS1, 2002). En sådan mutation kunne være en ændring af nukleotidsekvensen i 
ribosomet. Ofte skelnes der ikke mellem om bakterien har kryds- eller co-resistens, man omtaler 
blot bakterien som multiresistent (McMurry et al., 1989).  
Figur 6 viser selektion af resistente 
bakterier. På det første billede i 
figuren ses en ikke-resistent koloni 
af bakterier, som er blå, med få 
resistente bakterier, som er gule. På 
det andet billede udsættes kolonien 
for påvirkning med antibiotika, og 
kun de resistente bakterier 
overlever, som det ses på tredje 
billede. På det sidste billede har de 
resistente bakterier dannet en ny 
koloni udelukkende bestående af 
resistente bakterier. Bakterierne 
med resistensgenet er altså blevet 
selekteret (Gyldenholm, 2000). 
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Beskrivelse af antibiotika 
I dette afsnit vil vi gennemgå ampicillin, tetracyklin, og kloramfenikol. Vi vil beskrive hvordan 
antibiotikaene virker og hvordan bakteriens resistensmekanismer inaktivere det pågældende 
antibiotikum.  
 
Tetracyklin 
Tetracyklin er en gruppe antibiotika, der bruges til behandling af bakterieinfektioner, som f.eks. 
klamydia. Udover bakterieinfektioner kan tetracykliner 
også bruges til behandling af betændelseslignende 
tilstande som acne, og til behandling af malaria i 
kombination med andre stoffer. Tetracyklin dækker over 
flere forskellige antibiotika som f.eks. klortetracyklin, 
doxycykline, og tetracyklin, hvor vi har arbejdet med 
tetracyklin. Navnet tetracyklin kommer af, at molekylet 
indeholder fire hydrocarbonringe, som det ses på figur 7 
(MDK, 2010).  Tetracykliner afviger med små forskelle 
som polære grupper i deres struktur. Molekylets 
opløselighed i vand og fedt afhænger af hvilke polære 
grupper der er til stede i molekylet, og ioniseringen af 
molekylet. En tetracyklin med en struktur der gør den let 
opløselig i fedt vil have nemmere ved at penetrere 
cellemembranen, da den er opbygget af lipider. Dette 
medfører, at tetracykliner, der er letopløselige i fedt, er de mest effektive og har en lavere MIC-
værdi end tetracykliner der ikke er letopløselige i fedt (Bryskier, 2005).        
Tetracykliner virker bakteriostatisk og er et bredspektret antibiotika, hvilket vil sige at det kan 
bruges til flere forskellige bakteriearter, og for tetracyklin gælder det også at det både kan bruges 
mod gram-positive og gram-negative bakterier (MDK, 2010). Transporten over E.colis membran 
sker både ved passiv diffusion og som aktiv transport gennem transmembrane proteiner, der 
fungerer som hydrofile kanaler, som de passerer som positivt ladet kationer (Bryskier, 2005). De 
hæmmer væksten ved at forhindre proteinsyntesen, hvilket de gør ved at binde sig til ribosomets 
På figur 7 ses den kemiske struktur, der er 
fælles for tetracykliner. På de 
bindingssteder, hvor der ikke er anført et 
molekyle, kan de funktionelle grupper 
variere mellem de forskellige typer af 
tetracyklin. Hos den tetracyklin, som vi 
arbejder med, sidder der fra venstre et 
hydrogenatom, en OH-gruppe, en methy-
gruppel og derfra hydrogenatomer på 
resten (Bryskier & Fisch, 2005). Billedet er 
tegnet i ChemSketch. 
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30S del. Når de har bundet sig til ribosomet forhindrer de tRNA i også at binde sig til ribosomet, 
hvilket medfører at translationen ikke kan finde sted og derved kan bakterien ikke syntetisere 
proteiner, som er nødvendige for den. Udvikling af resistens overfor tetracykliner sker ved hjælp af 
transportmekanismerne, hvor effluxpumperne pumper tetracyklinerne ud af bakterien inden de når 
at virke (Madsen & Nielsen, 2005). I dag er der mange bakterier der er resistente overfor 
tetracykliner, hvilket kan skyldes bakteriernes evne til at overføre resistensgenet overfor 
tetracykliner på plasmider, som gør det muligt for resistensen at sprede sig mellem bakterier 
(Bryskier, 2005).  
 
For E.coli bruges typisk et plasmid, ved navn pBR322 som kloningsvektor. En kloningsvektor er et 
plasmid der er i stand til at optage fremmed 
DNA-fragmenter. pBR322 er et dobbeltstreget 
plasmid der indeholder gener, som koder for 
resistens overfor ampicillin og tetracyklin, som 
det ses på figur 8. Ved resistens overfor 
tetracyklin er det et gen, tetR, der koder for det 
protein der gør bakterien resistens mod 
tetracyklin. Der kendes i dag 16 forskellige 
udtryk for resistensgenet overfor tetracyklin. 
Hver udgave af genet er navngivet tet og et 
efterfølgende bogstav mellem A-Z. F.eks. kan det 
være tet(M), der er et gen som binder sig til 
ribosomet i bakterien på 30S delen og ændre 
tetracyklins bindingssite, så det mister sin evne til at hæmme bakteriens vækst. tetR gør bakterien 
resistent ved at opregulere antallet af effluxpumper hos bakterien, der derfor mere effektivt kan 
pumpe antibiotika ud af cellen, inden det når at have en effekt (BA, 2010). Ud af de 16 klasser er 13 
af klasserne involverede i resistens i forbindelse med effluxpumpernes mekanisme. Hos de sidste tre 
klasser er det kromosomet der påvirkes for at opnå en ændring af ribosomet (Bryskier, 2005).    
 
  
På figur 8 ses plasmidet pBR322, der koder for resistens 
overfor bl.a tetracyklin, der kan klippes med enzymet 
BamH1 (Egebo, 2003) 
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På figur 9 ses den kemiske struktur for 
ampicillin. Der, hvor der ikke er påtegnet 
molekyler, sidder der hydrogenatomer. β-
laktamringen, som er den aktive del af 
antibiotikummet, sidder næsten midt i 
molekylet, og består af tre carbonatomer og 
et enkelt nitrogenatom (UL, 2006). 
Ampicillin 
Ampicillin er et antibiotikum, der bruges til behandling af bakterieinfektioner som f.eks. 
mellemørebetændelse. Strukturen ses på figur 9.  
Ampicillin er et bredspektret antibiotikum, og var det 
første kendte antibiotikum indenfor gruppen af 
penicilliner der kunne penetrere gram-positive bakterier 
og nogle gram-negative bakterier. Fælles for gruppen 
penicilliner er, at de indeholder en β-laktamring, der er 
vigtig for penicillinernes evne til at nedbryde 
bakterierne. Ampicillin er en del af aminopenicillin-
familien, og adskiller sig fra penicillin ved at have en 
aminogruppe. Det er aminogruppen der hjælper 
antibiotikummet med at penetrere OM på gram-
negative bakterier. 
Ampicillin er vandopløseligt, men stabilt nok til at klare det sure miljø i mave-tarmkanalen, og 
gennemtrænge den så det kan komme ud i blodet. Ampicillins effektivitet kan øges overfor gram-
negative bakterier ved acylering, hvor en acyl-gruppe (R-CO-) hæfter sig på molekylet i stedet for 
et hydrogen. Ampicillin virker som alle andre β-laktamantibiotika ved at hæmme syntesen af 
cellevæggen hos bakterier. Stoffet virker ved at forhindre at der dannes peptidoglycan 
krydsbindinger i cellevæggen, der således svækkes og medfører at bakterien nedbrydes pga. det 
osmotiske tryk. Altså virker ampicillin bakteriocidalt. Måden hvorpå krydsbindingerne forhindres er 
ved at ampinicillinets β-laktamring binder sig til enzymet transpeptidase, der således ikke kan lave 
krydsbindingerne (Bryskier, 2005) (Bolin & Samuelsson, 2009).  
 
Bakterier kan udvikle resistens overfor β-laktamantibiotika ved enzymatisk inaktivering, hvor det er 
resistensgenet amp,R også kaldet blaTEM1, som koder for enzymet β-laktamase, der neutralisere 
ampicillinets virkning. Dette sker ved at β-laktamase nedbryder β-laktamringen, hvilket medfører 
ampicillinet ikke kan binde sig til enzymet transpeptidase og derfor mister sin virkning, så bakterien 
forsat kan leve. Ligeledes kan der udvikles resistens, hvis der sker en mutation af bakteriens gener 
der koder for transpeptidaseenzymet, så ampicillinets bindingssted ændres (Berkowitz, 1995) 
(Nikaido, 2009) (Bryskier, 2005).  
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Kloramfenikol 
Kloramfenikol er et antibiotikum, der kommer fra gruppen af fenikoler. Fenikoler består af en 
aromatisk ring, hvorpå der sidder en sidegruppe R1 og en aminopropandiol. Aminopropandiolen har 
også en sidegruppe, R2. R1 er specifikt for kloramfenikol, og består af nitrogendioxid. R2 kan 
variere (Bryskier, 2005). Strukturen af kloramfenikol ses på figur 10.  
Kloramfenikol virker bakteriostatisk, idet den hæmmer 
proteinsyntesen, hvor der er peptidyltransferase-aktivitet på 
50S delen af ribosomet (Shaw & Leslie, 1991). Dette 
specifikke target gør den velegnet til brug ved behandling af 
mennesker, idet denne proces kun foregår hos prokaryoter, og 
ikke hos eukaryoter (Bryskier, 2005). I modsætning til 
ampicillin og tetracyklin hæmmer kloramfenikol ikke 
syntesen af peptidoglycan og polysaccharider (Bryskier, 
2005), som ville have resulteret i en svagere cellevæg. I stedet 
har kloramfenikol den virkning, at bakterien ikke kan danne 
proteiner, som er vigtige for dens overlevelse, idet peptidyltransferasen laver peptidbindinger 
mellem aminosyrerne i proteinerne, der syntetiseres (BS2, 2007). Uden peptidbindingerne kan det 
ikke lade sig gøre at syntetisere proteinet.  
Når en bakterie bliver resistent overfor kloramfenikol, skyldes det, at den har optaget cat genet, som 
koder for dannelsen af enzymet kloramfenikol acetyltransferase. Dette enzym kaldes også CAT. 
CAT inaktiverer antibiotikummet ved at acytelere C3-hydroxylgruppen med hjælp fra et enzym 
kaldet coenzym A, eller CoA, og His-195. His-195 er et restprodukt fra aminosyren histidin, som 
forekommer i E.coli (Weng & Jacobson, 1993). En oversigt over acetyleringen kan ses på figur 11 
på næste side. Resultatet af denne acetylering er, at kloramfenikol ikke længere kan binde sig til 
bakteriens ribosom på targetsitet (Shaw & Leslie, 1991).  
  
Figur 10 viser strukturen af 
kloramfenikol (BS2, 2007). Den OH-
gruppe, som inaktiveres af cat, sidder 
på 3C-atomet (Shaw & Leslie, 1991). 
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 Figur 11 viser acetyleringen af kloramfenikol (CM) vha. His-195 og CAT. Molekylet til venstre er 
kloramfenikol. Her er der angivet numre på C-atomerne, og det er på C3, at acetyleringen sker. His-195 
fjerner hydrogenatomet fra hydroxylen, hvorefter selve acetyleringen med CoA forgår, og 
antibiotikummet inaktiveres (Shaw & Leslie, 1991). 
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Beskrivelse af overordnede metoder 
Vi vil i dette afsnit beskrive de tre overordnede metoder vi har arbejdet med, PCR, genkloning og 
MIC-målinger. Det er vigtigt man har en forståelse for disse tre metoder for at kunne forstå vores 
forsøg.  
PCR-metoden 
PCR står for polymerase chain reaction, og bruges til at opformere en given DNA-sekvens, der er 
kodende for et bestemt gen. PCR-
metoden består af tre trin, det første 
trin kaldes denaturering. Princippet er 
at replikere DNA’et ved at opvarme 
det til omkring 90°C, hvilket 
ødelægger hydrogenbindingerne der 
holder DNA-strengene sammen. Man 
har nu to enkeltstrengede DNA-
stykker. Det andet trin i PCR kaldes 
annealing, her nedkøles DNA-
stykkerne til omkring 55°C, så de 
fremstillede primere kan sætte sig på 
hver sin ende af de to DNA-stykker, 
og binde med hydrogenbindinger 
(Madsen & Nielsen, 2005). Det tredje 
og sidste trin i PCR kaldes extension. 
DNA-polymerasen, der skal bruge en 
primer til fasthæftelse, kan nu 
begynde at forlænge primeren i 5'→3' 
retning, da det er et enzym, der får de 
frie nukleotider til at sætte sig langs 
de enkelstrengede DNA-stykker. 
Efter denne proces vil den første 
DNA-streng være blevet til to nye 
Figur 12, viser principperne i PCR-metoden (Campbell & Reece, 
2007). 
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Figur 13 viser hvordan man ved brug af 
restriktionsenzymer og DNA-ligase laver et 
rekombinant plasmid (Campbell & Reece, 
2007). 
strenge, der hver især består af en gammel og en ny del. Hver gang man gentager hele processen 
fordobles DNA-mængden, hvilket betyder at man får en eksponentielt voksende mængde DNA, se 
figur 12 (Campbell & Reece, 2007).  
 
Genkloning 
Når man kloner DNA-fragmenter, isolerer man en kopi af det ønskede DNA-fragment. Denne kopi 
kan herefter indsættes i en kloningsvektor. Kloningsvektoren, som nu er et rekombinant plasmid er 
derefter i stand til at bære det fremmede DNA ind i en værtscelle og replikerer det med cellens 
DNA (Campbell & Reece, 2007). 
For at skære de ønskede DNA-fragmenter ud, gør man 
brug af restriktionsenzymer, som kan skærer DNA’et ud 
ved specifikke steder, kaldet restriktionsites (Campbell 
& Reece, 2007). 
Når de ønskede DNA-fragmenter er skåret ud, kan man 
ved ligering sætte de to kompatible cohesive ender 
sammen. Dette vil sige, at hvis man bruger to 
forskellige restriktionsenzymer, der skærer ved 
sekvenser der giver anledning til samme overhang, eller 
hvis begge resulterer i blunt-end DNA-molekyler, kan 
den ene ende danne hydrogenbindinger med den anden 
ende. For at disse hydrogenbindinger kan bevare deres 
bånd med hinanden, kræves det at enzymet DNA-ligase 
danner en fosfordiesterbinding, som også kaldes 
sukkerfosfat backbone.(Campbell & Reece, 2007). På 
figur 13 kan man se hvordan man laver et rekombinant 
plasmid ved at bruge resktriktionsenzymer og DNA-
ligase. 
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Under vores eget eksperimentelle arbejde i laboratoriet har vi gjort brug af to kloningsvektorer. Den 
ene hed pUC18, og er en kloningsvektor afledet af pBR322. pUC18, der er menneskefremstillet, er 
et højkopi plasmid, hvilket vil sige at der findes mange kopier af plasmidet i bakterien. Plasmiderne 
fordeler sig tilfældigt i cellen, men da der er mange af dem vil der være en høj sandsynlighed for at 
begge datterceller arver nogle af plasmiderne ved celledeling. 
Den anden kloningsvektor vi brugte, hed pNDM71. Den kommer fra et miniR1 plasmid, og er et 
lavkopi plasmid, dette betyder at pNDM71 kun indeholder få kopier af plasmidet. Alligevel 
nedarves der minimum et plasmid til hver datterceller, da fordeling af plasmiderne i bakterien ikke 
er tilfældig som hos højkopi plasmiderne (Ebersbach, 2005). De restriktionsenzymer vi gjorde brug 
af til kloningen var EcoRI, BamH1, Eco721 og Sma1. Til testskræringen brugte vi Pst1, Cla1, AatII 
og EcoR1. 
 
MIC-målinger 
MIC står for minimum inhibitory concentration, og er den metode man benytter for at bestemme 
den laveste koncentration af et antibiotikum der hæmmer væksten af bakterier (Andrews, 2001). 
Selvom en bakterie er blevet resistent overfor et antibiotikum, kan antibiotikummet stadig hæmme 
bakteriens vækst, hvis koncentrationen er høj nok, og det er denne mængde af antibiotika man 
bestemmer ved MIC.  
Man udsætter en bakteriekultur for forskellige koncentrationer af antibiotika og lader det inkubere 
natten over. En kultur vil sige bakterier i flydende medie. Dagen efter vil man kunne se vækst i de 
rør, hvor koncentrationen af antibiotikummet var for lav og ingen vækst, hvor koncentrationen var 
for høj (Andrews, 2001). 
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Materialer og metoder 
I dette kapitel har vi opdelt vores eksperimentelle arbejde i trin, for at skabe et overblik.  Kapitlet er 
en gennemgang af vores eksperimentelle arbejde, og opbygget så andre har mulighed for at gentage 
forsøgene. Vi vil forsøge at bestemme MIC for kloramfenikol (cam), ampicillin (amp) og 
tetracyklin (tc) når resistensgenet er placeret på hhv. et lavkopi plasmid (pNDM71) og et højkopi 
plasmid (pUC18). Resistensgenet for kloramfenikol er cat, for ampicillin ampR og for tetracyklin 
tet. Vi startede med at indsætte cat og tet ind i både pNDM71 og pUC18. Da vores kloningsvektorer 
allerede indeholdte ampR, skulle dette ikke klones. Til tc bruger vi primerne tc smaI, pmII F og tc 
EcoRI R. Til cam bruger vi primerne cam smaI, pmII R og cam BamHI F. 
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Grafisk oversigt over eksperimentelt arbejde 
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Trin 1: PCR  
Vi startede med at lave en fortynding af primerne, i forholdet 1:10. (1 del primer til 9 dele vand). Vi 
fortyndede primerne, da primerens volumen ellers ville have været så småt, at vi ikke kunne optage 
det præcist nok. Primerne katalyserer DNA-syntesen, og hører sammen to og to. Koncentrationen af 
primerne er 100pmol/mL. Efter fortyndingen lavede vi to PCR-blandinger, en med hvert sæt 
primere. Hver PCR blanding har forskellige templates, som er den ”skabelon” DNA’et bliver 
replikeret ud fra. Templaten for cam er pMGJ25 og for tc pBR322. Vi lavede en kontrol for hver af 
de to PCR blandinger, hvor vi undlod at tilsætte templatene. Den polymerase vi brugte var pfu ultra 
hotstart PCR master mix fra firmaet Stratagene. Dette er en blanding af MgCl2, dNTP og H-buffer, 
samt pfu polymerase. 
 
Vi satte de fire PCR-rør med vores PCR-mix i PCR-maskinen, og indstillede den til at køre: 
 Temp. Tid Cykler 
Initial denaturering 95°C 3min. 1 
Denaturering 
Annealing 
Extension 
95°C 
54°C 
72°C 
30sek. 
30sek. 
30sek. 
 
30 
Endelig extenstion 72°C 5min. 1 
 
Herefter kølede PCR-maskinen PCR-produktet ned til 4°C, som den forblev natten over. Indholdet 
af alle PCR-blandinger ses på bilag 1 side 1-2. 
 
Trin 2: Oprensning af PCR-produkt 
Vi oprensede vores PCR-produkt, med et kit der hedder: High Pure PCR Product Purification Kit. 
Proceduren for opresningen ses på bilag 1 side 2. 
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Trin 3: Skæring af PCR-produkt 
Vi skar vores oprensede PCR-produkter med restriktionsenzymer. Hver primer indeholder 
sekvenser kodende for specifikke restriktionssites.  Det er vigtigt at man bruger en buffer hvori 
enzymerne er aktive. Når man skærer med to enzymer er det ikke altid muligt at finde en buffer 
hvor begge enzymer er aktive samtidig. Derfor skal DNA’et først skæres med det ene enzym i én 
specifik buffer, og herefter oprenses hvorefter det kan skæres med det andet enzym, i en anden 
buffer.  Enzymerne må maximalt udgøre 10% af det totale volumen. Dette skyldes at enzymerne er 
opløst i glycerol, der ved høje koncentrationer kan medføre at enzymerne skærer andre steder i 
DNA’et, end ved den specifikke genkendelsessekvens. Vores procedurer for skæringerne af PCR-
produkterne, ses på bilag 1 side 3-4.  
 
Nedenfor ses sekvenserne af vores primere.  
 
tc EcoRI R: 5`- CCCC GAATTC TCAGGTCGAGGTGGCCC            
tc smaI, pmlI F: 5`-  CCCC CCCGGG CACGTG  TAATGCGGTAGTTTATCACAG   
 
 cam smaI, pmlI R: 5`-  CCCC CACGTG CCCGGG CGATCGTAAGAGGTTCCAAC 
 cam BamHI F: 5`- CCCC GGATCC CCGATCGCAATAGACATAAGC 
 
I tabellen ses hvilke enzymer de to PCR-produkter/vektorer er skårede med: 
tc 
(pNDM71) 
EcoR1 og 
Eco721 
 
tc 
(pUC18) 
EcoR1 og  
Sma1 
cam 
(pNDM71) 
BamH1 og 
Eco721 
cam 
(pUC18) 
BamH1 og 
Sma1 
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Trin 4: Oprensning af skåret PCR-produkt  
Her oprenses det skåret PCR-produkt på samme måde som i trin 3, hvor fremgangsmåden er 
beskrevet på bilagene under dette trin.  
 
Trin 5: Skæring af vektorer 
Vi brugte de samme enzymer til skæring af vores vektorer, som vi brugte til skæring af vores PCR-
produkter, derved har de samme overhangs, og kan senere ligeres sammen: 
 
1. pNDM71: EcoR1 + Eco721  
2. pNDM71: Eco721 + BamH1 
3. pUC18: EcoR1 + Sma1 
4. pUC18: BamH1 + Sma1 
 
Vi startede med at skære de vektorer, der senere skulle bruges til ligering med vores tc PCR-
produkt. Disse skæringer krævede to forskellige buffer til de to enzymer. Først skar vi med det ene 
enzym, hvorefter vi oprensede, og så skar vi med det andet enzym. Vi oprensede med MiniElute 
Kit, som i trin 3, efter den første skæring. Herefter skar vi de vektorer, der senere skulle bruges til 
ligering med vores cam PCR-produkt. Disse skæringer kunne udføres uden oprensning, da der kun 
skulle bruges en buffer. 
Skæringerne ses på bilag 1 side 5. 
 
Trin 6: Gelelektroforese af vektorer 
Efter at vi havde skåret vores vektorer, kørte vi skæringerne på en gel for at tjekke at de var 
korrekte. Proceduren for gelelektroforese ses på bilag 1 side 6. 
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Trin 7: Oprensning af DNA fra TBE agarosegel 
Da vores skæringer fejlede, havde vores vejleder, på samme måde skåret og oprenset nye vektorer, 
som vi brugte i vores videre forsøg.  Vi oprensede vores skårne DNA-vektorer fra gelen, så vi 
kunne bruge det til ligering. Ved oprensningen frasorteres DNA-molekyler som ikke er blevet 
skåret, hvilket øger sandsynligheden for at vores kloner har indsat PCR-produkt. Vi vejede vores 
prøver fra gelen for at kunne udregne hvor meget buffer der skulle tilsættes. Efter oprensningen 
kørte vi en gel af de oprensede vektorer samt PCR-produktet. Oprensningen beskrives på bilag 1 
side 6. 
 
Trin 8: Ligering af PCR-produkt til vektorer 
I dette trin ligererede vi vores skårne PCR-produkter ind i vores kloningsvektorer.  Ligeringerne ses 
på bilag 1 side 7.  
 
I tabellen ses hvilke vektorer der ligeres med hvilke PCR-produkter: 
Ligerings-
mix nr. 
Vektorer PCR-produkter 
1. pNDM71 (BamH1-Eco721) cam (BamH1-Eco721) 
2. pNDM71 (EcoR1-Eco721) tc (EcoR1-Eco721) 
3. pUC18 (BamH1-Sma1) cam (BamH1-Sma1) 
4. pUC18 (EcoR1-Sma1) tc (EcoR1-Sma1) 
 
 
Trin 9: Vækst af DH10b E.coli til kemisk kompetente celler 
For at klargøre vores kemisk kompetente celler, blev en koloni fra DH10b dyrket på agarplade, 
podet i 5mL LB i et rør. Dette inkuberes med omrystning natten over. Dette trin blev gjort dagen 
inden, da man altid skal bruge en frisk kultur, når der er tale om kemisk kompetente celler. Man kan 
regne sig frem til hvor meget denne ON kultur skal fortyndes for at få en ønsket koncentration, 
hvilket vi har valgt at vise princippet i for MG1655 i trin 14 på bilag 1. OD står for optisk densitet, 
og måles ved lysgennemstrømning af bakteriekulturen. Proceduren for væksten ses på bilag 1 side 
8.  
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Trin 10: Transformering af ligeringsmix ind i DH10b 
Vores ligeringsmix (kloningsvektor) transformeres ind i DH10b, der bruges til kloning. DH10b 
stammer oprindeligt fra en vildtype E.coli, men er blevet modificeret af forskere, så den er blevet i 
stand til at optage fremmed DNA. Stammen MG1655 vil formentlig klippe PCR-DNA’et i stykker, 
da dette ikke er modificeret og den opfatter det som fremmed. Man bruger derfor DH10b da denne 
ikke besidder det samme forsvar som andre vildtyper, til at optage DNA’et og gøre det ”ikke 
fremmed”. DH10b kan ikke bruges videre, da dette er en bakterie med mutationer, som man ikke 
kender virkningen af. Blandingerne til transformationen samt transformationsprocessen ses på bilag 
1 side 8-9 og flowdiagram ses på næste side.  
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Flowdiagram over transformation af ligeringsmix ind i E.coli DH10b 
celler 
(KKC = kemisk kompetente celler af DH10b), (dH2O = demiraliseret vand), (ON = overnatskultur) 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Trin 1  
100µL KKC overføres til 
eppendorfrør. 
 
Trin 2  
Ligeringsmix overføres til 
cellerne. Blandes ved 
pipettering op og ned. 
 
Trin 3  
Inkubere på is i 30 min. 
Trin 4  
Heat-shock udføres på cellerne 
ved 42°C i 2 min. 
Trin 5  
Inkuberer på is i 10min. 
Trin 3  
Ved at nedkøle 
sammenblandingen fra trin 1, 
klister plasmiderne fra 
ligeringsmixene på 
bakteriecellernes membran.  
Trin 4 
Ved hurtig opvarmning bliver 
bakteriens membran mere 
flydende og plasmiderne kan 
nu trænge igennem 
membranen. 
Trin 5 
Ved at nedkøle cellerne på is, 
optages plasmiderne i 
bakteriecellen.  
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Trin 7  
Inkuberer ved 37°C i 60min. i 
varmeskab.  
Trin 6  
0,5mL LB tilsættes til alle rør. 
Trin 9  
Cellepellet resuspendere med det 
resterende supernatant. 
Trin 8  
Spinner ved 5000 rpm i 5min. 
Supernatanten hældes fra. 
Trin 10  
Udplades på selektive tc og cam plader.  
 
Trin 7 
Ved at lade bakterierne inkubere ved 37°C, får 
bakteriecellerne de ideelle vækstbetingelser og, 
derved får cellerne mulighed for at udtrykke  
de plasmidkodede resistensgener. 
Trin 9 
Resuspension sker for at få 
cellepellet homogent med 
supernatanten, derved bliver det 
nemmere at overføre til selektive 
plader.  
Trin 10 
Her frasorteres de resistente 
bakterier fra de ikke-resistente 
bakterier. De kolonier der gror på 
pladerne vil være resistente overfor 
det antibiotikum pladen indeholder. 
 
Trin 8 
Vi hælder det meste af supernatantet fra, 
da det kun er cellepellet der indeholder 
vores transformerede celler.  
Trin 11 
Inkuberer ON ved 37°C i 
varmeskab.
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Trin 11: Udpladning på selektive tc og cam plader 
Vi bruger færdiglavede agarplader, der skal tørres i 
varmeskab ved 37°C i ca. en halv time inden brug. De 
tørres ved at indsætte dem i varmeskabet med bundet 
op og uden låg, for at hindre kontamination og 
kondensvand. Der laves både positive og negative 
kontroller, for at være sikre på at eksperimentet er 
blevet fuldstændigt. Hvis der er fejl ved vækst på 
pladerne efter en dags tid er eksperimentet fejlet. Alle 
udpladningerne sker ved at vi tager et specifikt 
volumen af vores blandinger, og tilføre det midt på de 
selektive plader de skal udplades på. Derefter tager vi 
en Drigalski-spatel, der sterilliseres ved at dyppe den i ethanol og holde den ind over en tændt 
bundsenbrænder i et par sekunder. Dette gør vi mellem hver udpladning så vi ikke kontaminere de 
forskellige plader. Se billede 1 hvor vi udplader. 
Numrene er de samme som dem der bruges under transformationen. 
1. Transformation (DH10b + dH2O), Her bruges et halv volumen til udpladning på en tc plade 
og et halv volumen til udpladning på en cam plade. Disse er vores negative kontroller, da vi 
har blandet med dH2O.  
2. Transformation (DH10b + pBR322). Hele voluminet udplades på en tc plade, dette er en 
positiv kontrol, fordi at pBR322 plasmidet indeholder tet, hvilket medføre at vi derfor ville 
kunne se vækst.  
3. Transformation (DH10b + pMGJ25). Hele voluminet udplades på en cam plade, dette er en 
positiv kontrol, fordi at pMGJ25 plasmidet indeholder cat, hvilket medføre at vi derfor ville 
kunne se vækst.  
4.  Transformation pNDM71cam(4). Hele voluminet udplades på en cam plade, da 
ligeringsmix1 indeholder cat. 
5. Transformation pNDM71tc(5). Hele voluminet udplades på en tc plade, da ligeringsmix2 
indeholder tet. 
6. Transformation pUC18cam(6). Hele voluminet udplades på en cam plade, da ligeringsmix3 
indeholder cat. 
Billede 1 viser udpladning af 
bakteriekulturer på selektive plader. 
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7. Transformation pUC18tc(7). Hele voluminet udplades på en tc plade, da ligeringsmix4 
indeholder tet. 
 
tc pladerne indeholder koncentration af tetracyklin 10µL/mL tc 
cam pladerne indeholder koncentration af kloramfenikol 20µL/mL  
Alle syv plader inkuberes i varmeskab ved 37°C i ca. et døgn, igen med bunden op, denne gang 
med låg på, og i en pose for at undgå udtørring. 
 
Trin 12: Podning og renstrygning af DH10b plasmider 
Vi tog to kolonier fra hver plade fra forrige trin med en steril pind, og podede dem hver især i et 
glasrør der indeholder 5mL LB medium og det relevante antibiotikum, så vi selektere for 
plasmiderne. Alle rør omrystes, og sættes til inkubering i varmeskab ved 37°C under yderligere 
omrystning. Hvis ikke rørerne rystes vil bakteriecellerne fælde ud i bunden af røret, og får derfor 
ikke tilstrækkeligt med væskesubstrat eller ilt. Renstrygning sker efterfulgt af forrige trin, hvor vi 
førte den sterile pind i nogle strøg hen over et lille felt af en gel plade. Herefter tog vi en ny pind og 
strøg væsken i følgende mønster, som vist på figur 14.  
 
Disse rør navngives som følgende:  
pNDM71cam(4.1), nr. 4 angiver den plade kulturen er taget fra, og nr.4.1 angiver den første kultur  
pNDM71cam(4.2), nr. 4.2 angiver den anden kultur 
pUC18cam(6.1) 
pUC18cam(6.2) 
pUC18cam(N7.1), denne hedder N7 fordi, at denne er taget fra det første nummersystem vi brugte. 
pUC18cam(N7.2), som den forrige. 
pNDM71tc(5) 
pUC18tc(7.1) 
pUC18tc(7.2) 
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Trin 13: Oprensning af rekombinante plasmider  
Vi oprensede vores rekombinante plasmider, for at isolere vores rene plasmider som vi skulle bruge 
i trin 15 og 16. Det kit vi brugte hed: Miniprep Kit. Proceduren ses på bilag 1 side 9 og flowdiagram 
ses på næste side. 
 
  
Figur 14 viser renstygningen på agerplader med antibiotika. 
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Flowdiagram over oprensning af rekombinante plasmider 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Trin 1 
2mL af hver pUC18 indeholdende 
plasmid, 5mL af hver pNDM71 
indeholdende plasmid.   
Overføres til mikrocentrifugerør. 
Trin 3 
Supernatant hældes fra.  
Trin 4 
200µL resuspension buffer tilføres. 
Pipetteres op og ned. 
Trin 5 
200µL lysis buffer tilføres til tuben, 
der omvendes få gange. 
Trin 2 
Når vi spinner vores plasmider, er det for 
at adskille cellerne fra mediet. Efter 
centrifugering vil mediet være tilstede i 
form af supernatanten, og cellerne med 
plasmiderne vil være i form af pellet, som 
er det faste stof på bunden. 
Trin 2 
Spinnes i mikrocentrifuge i 1min.  
ved 12000rpm. 
Trin 4 
Ved at resuspendere pellet får vi det på et 
homogent stadie, derved vil pellet 
nemmere reagere med andre væsker. 
Trin 5 
Lysis buffer åbner DH10b cellerne, denne 
proces må max varer 5min. ellers kan 
plasmiderne kontamineres med 
kromosomalt DNA. 
 
Ved rolig omvending, mixes opløsningen, 
så lysis bufferen får fuldstændig virkning.   
Ved hård omrystning kan det supercoiled 
DNA ødelægges. 
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Trin 6 
350µL neutraliseringsbuffer tilføres. 
Omvendes igen få gange. 
Trin 7 
500µL preparation buffer tilføres til 
en filtertube, der er sat sammen med 
en collection tube. Spinnes i 1min. 
ved max hastighed. Collection tube 
tømmes. 
Trin 8 
Supernatanten fra eppendorfrør, 
overføres til filtertuben. Spinnes i 
1min. ved 12000rpm, collection 
tuben tømmes. 
 
Trin 9 
500µL vaskebuffer1 tilsættes filter 
tube. Spinnes i 1min ved 12000rpm. 
Collection tube tømmes. 
Trin 10 
750µL vaskebuffer2 tilsættes til 
filtertuben. Spinnes i 1min ved 
12000rpm. Collection tube tømmes. 
 
Trin 6 
Neutraliseringsbuffer neutralisere lysis 
bufferen, dette ses ved et bundfald 
bestående af cellerester, protein, fedt og 
kromosom DNA. 
 
Trin 7 
Preparation buffer vil binde DNA fra 
plasmidet, der senere tilsættes til 
filtertuben, dette forbedre filteret, så 
DNA’et bedre bindes til dette, der i de 
senere trin gør det muligt for at få vasket 
DNA’et fri for overflødigt materiale.
Trin 8 
Plasmidets DNA vil være i opløsning efter 
Lysis buffer og efterfølgende 
neutralisering, modsat kromosomalt DNA. 
Derfor vil supernatanten består af DNA 
efter centrifugering, og pellet med DNA 
fra DH10b, som vi ikke skal bruge. 
DNA’et fra plasmidet bindes nu til filteret. 
 
Collection tuben tømmes hver gang for at 
hindre kontamination af væsken med 
filteret i filtertube.
Trin 9 
Vaskebuffer1 bruges for at inaktivere 
DNaser.   
 
Trin 10 
Vaskebuffer2 bruges til at fjerne 
materialer som døde DH10b 
bakterierester, neutraliseringsbuffer, salte 
og andet overflødigt materiale.  
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Trin 11 
Spinner i 1min ved 12000rpm. 
Collection tuben skiftes ud med et 
eppendorfrør. 
 
Trin 12 
Elution buffer tilføres til filtertube 
100µL tilføres til pUC18 
50µL tilføres til pNDM71 
Spinnes i 1min. ved 12000rpm. 
 
Trin 13 
Det rene plasmid holdes på is fra 
dette trin af. Bruges senere til at 
transformation ind i MG1655, samt 
til test af de rekombinante plasmider. 
 
Trin 12 
Elution buffer binder sig til DNA’et og 
dermed frigives det fra filteret i filtertuben, 
så det kan bruges til videre behandling. 
Trin 11 
Spinner en ekstra gang for at tørre filteret, 
for at være sikker på at der er mindst 
mulig vaskebuffer tilbage, da den næste 
buffer ikke skal vaskes væk.  
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Trin 14: Vækst af MG1655 E.coli til kemisk kompetente celler 
Vi dyrkede bakterier til videre brug i vores transformering, hvor vi vil indsætte de rene 
rekombinante plasmider. Proceduren ses på bilag 1 side 10. 
 
Trin 15: Testskæring af oprensede plasmider 
De plasmider der indeholder pUC18, skal skæres med enzymerne EcoR1 og Pst1, og som buffer 
bruges BufferO. De plasmider, der indeholder pNDM71, skal skæres med enzymerne aatII og claI 
og her bruges buffer 10X Tango. Vi har fundet hvilke buffere, der tilsættes til de specifikke 
restriktionsenzymer via hjemmesiden fermentas.com  
Proceduren ses på bilag 1 side 11-12. Ud fra testskæringen kunne vi se, hvilke plasmider, der havde 
fået indsat et fragment af forventet længde. 
 
Trin 16: Transformation af rekombinante plasmider ind i MG1655 
E.coli 
Vi transformerede vores rekombinante plasmider ind i kemisk kompetente MG1655 E.coli fra trin 
14. Proceduren ses på bilag 1 side 12. 
 
Trin 17: Udpladning på selektive tc, cam og amp plader 
Udføres om i trin 11.  
 
Trin 18: Podning og renstrygning af MG1655 indeholdende de 
rekombinante plasmider 
I dette trin opvoksede vi de bakterier der indeholdte vores rekombinante plasmider for tc, cam og 
amp. Dette gjorde vi for at være sikre på at plasmiderne ikke er gået tabt, så vi kan bruge dem 
videre til vores MIC-målinger. I 11 rør med 5ml LB startede vi med at komme forskellige 
koncentrationer af antibiotika cam, tc og amp i. Derefter tilsatte vi den bakteriekoloni, vi tidligere i 
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vores transformationafsnit havde vokset op, og som indeholdte det enkelte resistensgen for det 
tilhørende antibiotikum. Efter at vi havde tilsat de forskellige mængder af antibiotika til de 
forskellige rør, mixede vi hvert rør. Proceduren ses på bilag 1 side 13-15. 
 
Trin 19: Undersøgelse af antibiotika resistens 
Dette er det sidste trin i vores eksperimentelle arbejde, hvor vi undersøgte resistensen af E.coli 
stammen MG1655. Vi testede tetracyklin, ampicillin og kloramfenikol, i forskellige koncentrationer 
for at undersøge om der er forskel på mængden af antibiotika, der skulle tilsættes af hvert af de tre 
antibiotika, og ved hhv. et høj- og et lavkopi plasmid, for at bakteriernes vækst stoppes.  
 
OD-målinger   
Vi startede med at lave en fortynding af vores 11 kulturer i forholdet 1:10, og lave en OD på alle 
vores fortyndinger. Grunden til at vi fortyndede vores kulturer, var for at få en mere præcis måling, 
da maskinen ikke måler præcist på tykke kulturer. 100µL kultur blandes med 900µL LB. OD-
målingen laves og følgende OD-værdier kunne aflæses: 
 
cam 
pUC18cam(N7.1)      
 0,716 OD 
pNDM71cam(4.2)
 0,494 OD 
pUC18cam(6.2)
 0,578 OD 
pNDM71cam(4.1)
 0,391 OD 
pUC18cam(6.1)
 0.541 OD 
pUC18cam(N7.2)
 0,705 OD 
 
tc 
pUC18tc(7.2)
 0,661 OD 
pUC18tc(7.1)
 0,673 OD 
pNDM71tc(5)
 0,619 OD 
 
amp 
pUC18amp 0,505 OD 
pNDM71am 0,699 OD 
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Ud fra vores OD-målinger kunne vi udregne hvor mange mL af vores kultur, der skulle tilsættes til 
50mL LB, når vi ved koncentrationen skal være 5·105bakterier/mL. Denne koncentration er 
standard ved MIC-målinger i flydende medier.  Eksempel med udregning af pUC18cam(N7.1), 
samt skema over mængden af kulturerne der skal tilsættes for den ønskede koncentration ses på 
bilag 1 side15-16. 
 
Undersøgelse af mængden af antibiotika 
Vi ville undersøge, hvor store koncentrationer af antibiotika vores bakterier kunne tåle.  
Vores cam opløsninger testes i følgende koncentrationer, hvor vi startede med 20µg/mL og 
fordoblede. Grunden til at vi startede ved denne koncentration er, at det er en standard værdi som 
man bruger når resistensgenet sidder på kromosomet, hvor der er et lavt antal kopier. Vi brugte 
således den mængde antibiotika vi vidste stammen minimum kunne tåle. De samme var gældende 
for tetracyklin og ampicillin, der har nogle andre standardværdier.    
Opløsninger for cam testes i 
koncentrationer: 
20µg/mL 
40µg/mL 
80µg/mL 
160µg/mL 
320µg/mL 
Positiv kontrol (u. antibiotika) 
 
Opløsninger for tc testes i 
koncentrationer: 
5µg/mL 
10µg/mL  
20µg/mL 
40µg/mL 
80µg/mL 
Positiv kontrol (u. antibiotika) 
 
Opløsninger for amp testes i 
koncentrationer: 
50µg/mL 
100µg/mL 
200µg/mL 
400µg/mL 
800µg/mL 
Positiv kontrol (u. antibiotika) 
 
 
Hver opløsning skulle testes med alle koncentrationer, altså blev der for hver af cam opløsningerne, 
f.eks. pUC18cam(N7.1), 6 rør.   
 
Mængden af antibiotika der skal tilsættes i de enkelte koncentrationer beregnes, hvilket ses på bilag 
1 side 17-18. De 6 rør med kloramfenikol får tilsat antibiotika i de forskellige koncentrationer for 
cam + en positiv kontrol. I den positive kontrol vil der være synlig vækst, hvilket kan bruges til at 
sammenligne med de andre rør, der har antibiotika i forskellige koncentrationer. Samme 
fremgangsmåde bruges for de andre antibiotika. Rørene stilles i vandbad natten over. Resultaterne 
for forsøget ses under resultatafsnittet. 
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Nye MIC-forsøg med pUC18cam(6.1), pNDM71cam(4.2), pNDM71 og pUC18: 
Vi gentog vores MIC-forsøg med de fire kulturer, som vi udvalgte på baggrund af vores 
testskæringer. Vi startede med at fortynde ON i forholdet 1:10, for at måle en mere præcis OD, 
hvorefter vi ganger med 10 for at få den rigtige værdi. 
 
Vi kunne nu udregne, hvor mange µL af hver kultur der skulle tilsættes til 50mL LB så vi for en 
koncentration på 5·105bak/mL. Dette udregnes ved samme fremgangsmåde som i det første MIC-
forsøg og følgende resultater fås: 
 
 
 
 
 
 
Vi ønskede at teste vores bakteriekulturer i følgende koncentrationer, hvor vi havde gjort intervallet 
mellem hver koncentration mindre end ved første forsøg, for at bestemme en mere præcis MIC-
værdi. 
  
cam: 
pNDM71cam(4.2): 0,669 ~7  
pUC18cam(6.1): 0,506 ~5 
 
amp: 
pNDM71amp: 0,638 ~6 
pUC18amp: 0,474 ~5 
 
cam 
pNDM71cam(4.2) 11 µL 
pUC18cam(6.1) 16 µL 
amp 
pUC18amp 16 µL 
pNDM71amp 13 µL 
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Opløsninger for cam testes i 
koncentrationer: 
Opløsninger for amp testes i koncentrationer: 
 
pNDM71:                                            pUC18:  
500µg/mL                                          1000µg/mL  
600µg/mL                                          1250µg/mL  
700µg/mL                                          1500µg/mL  
Positiv kontrol (uden antibiotika)      1750µg/mL  
                                                            2000µg/mL  
                                                            2250µg/mL  
                                                            2500µg/mL  
                                                            2750µg/mL  
                                                            Positiv kontrol (uden  
                                                            antibiotika) 
400µg/mL  
500µg/mL  
600µg/mL  
700µg/mL  
800µg/mL  
900µg/mL  
1000µg/mL  
1100µg/mL  
Positiv kontrol (uden 
antibiotika) 
 
 
Vi beregnede hvilken mængde antibiotika vi skulle bruge for at få de ønskede koncentrationer, ved 
at gøre brug af samme regnemetode som ved første MIC-forsøg. Skema over dette ses på bilag 1 
side 18-19. 
Vi havde otte rør med hver bakteriekultur, på nær pNDM71amp, der kun testes i tre 
koncentrationer. Grunden til vi kun testede pNDM71amp, i tre koncentrationer var, at vi ved vores 
første MIC-forsøg kunne se, at der var synlig vækst ved en koncentration på 400µg/mL, men ingen 
vækst ved en koncentration på 800µg/mL. Vi valgte derfor at teste resistensen i tre intervaller 
mellem 400 og 800µg/mL, for at få en mere nøjagtig bestemmelse af pNDM71amp’s MIC-værdi.  
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Resultater 
I dette afsnit vil vi gennemgå vores delresultater og vores endelige resultater fra MIC-forsøget. 
Delresultat 1 
Efter vi havde lavet vores PCR, i trin 1, tjekkede vi om der var PCR-produkt og om dette havde den 
rette længde. Dette blev gjort ved at køre det på en gel. 5µl PCR-produkt blandes med 3µl loading 
buffer, for at kunne ses på gelen, og for at kunne loades i slotne uden at blive opløst i TBE-væsken. 
Glycerolen i bufferen gør opløsningen tung. Denne blanding laves for hvert af de fire PCR-
produkter. 
3µl DNA-laddermix, som er vores markør, pipeteres ned i det første slot på agerosegelen, som det 
ses på billede 2. Ved siden af pipeteres 7,5µl af hver af de fire PCR/buffer-blanding ned i fire slots 
ved siden af hinanden: 
 
            
               Ladder Mix     tc      tc kontrol      cam    cam kontrol 
 
 
Efter 40min. gennemlyste vi gelen med UV-lys, og fandt 
bånd ved ca. 900bp og 1200bp, hvilket svarer til de 
forventede længder. Ingen af kontrollerne var synlige, da 
der ikke var tilsat template. Dermed var de rigtige. 
 
 
  
På billede 2 ses det hvordan slotne loades 
med PCR-produkter. 
På billede 3 ses vores PCR-produkt. tc har 
en længde på 900bp og cam 1200bp. 
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Delresultat 2 
Efter trin 7 kørte vi vores fire kloningsvektorer på en gel. De viste 4 tydelige bånd, som vi havde 
forventet at se. Gelen så ud som det ses på billede 4, 
forneden. Det første slot indeholder 3µL markør 
DNA-laddermix. 
Indholdet af de andre slots ses på figur 15 til venstre. 
Der blev tilsluttet strøm i 45min. hvorefter vi UV-
belyste det 100 % og tog et billede. Længden af 
skåret pNDM71lå omkring 7000bp, mens længden af 
skåret pUC18 var omkring 3000bp. Dette passer 
nogenlunde med vores forventninger, da pNDM71 
skulle ligge omkring 6500bp og pUC18 skulle ligge 
på ca. 2700bp. 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
  
På billede 4, ses båndene for de fire kloningsvektorer. 
Figur 15 viser hvad slotne i gelen 
indeholder. 
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Delresultat 3 
Resultaterne ved udpladningen af transformationerne af ligeringsmix ind i DH10b celler, i trin 11: 
Vores første forsøg fejlede, kun en plade, pUC18cam(7), ud af de fire vi testede havde 3 kolonier. 
Kontrollerne var alle korrekte, dvs. ingen vækst på den negative kontrol, og vækst på de to andre 
kontroller. Vi kunne altså lave kompetente celler samt transformere supercoilede plasmider ind i 
Db10b.  Vi fulgte et andet nummersystem ved første forsøg, denne er dog den eneste der nævnes 
derfra, alle andre navngivninger stammer fra andet forsøg. Resten havde ingen kolonier, da der må 
være sket en fejl i et af de forrige trin. Ved næste forsøg var resultatet langt bedre, her brugte vi de 
vektorer som vores vejleder Susanne Kjelstrup lavede til os, ved samme procedure, på nær at hun i 
skæringen med pUC18, først tilsatte Sma1 og inkuberede ved 30°Ci 1 time, hvorefter hun tilsatte 
BamH1 og inkluberede videre ved 37°C i 1,5 time. Billede 5, på forrige side, viser disse skæringer. 
På gelen med vores egne oprensede vektorer kunne man kun meget svagt ane bånd ud for pUC18, 
og for pNDM71 var der ingen bånd. Dette gjorde at vi valgte ikke at arbejde videre med vores egne 
skæringer, men bruge nogle nye, som vores vejleder havde lavet for os. 
 
Resultater fra udpladning af transformation af ligeringsmix ind i DH10b celler (andet forsøg): 
1. Plade med pNDM71cam(4): mange små hvide kolonier 
2. Plade med pNDM71tc (5): 1 koloni  
3. Plade med pUC18cam(6): mange små hvide kolonier 
4. Plade med pUC18tc(7): 2 kolonier 
 
 
 
 
 
 
  
På billede 5, ses en plade med synlige 
kulturer. 
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Delresultat 4 
Vi testede, om resistensgenerne var korrekt indsat i plasmiderne ved at køre skæringerne fra trin 5 
på en agerosegel, som det ses på billede 6. Vi blandede 5µL loadingbuffer med 20µL skårne 
plasmider, for de ni reaktioner. 
 
I de to første slots er der 3µL markør og i slot nr. 3–11 er der 17µL skåret plasmider/loadingbuffer. 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
DNA 
Ladder 
Low 
Range 
DNA 
Ladder 
mix 
pNDM-
71cam 
(4.1) 
pNDM-
71cam 
(4.2) 
pNDM-
71tc 
(5) 
pUC- 
18cam 
(6.1) 
pUC-
18cam 
(6.2) 
pUC- 
18tc 
(7.1) 
pUC- 
18tc 
(7.2) 
pUC- 
18cam
(N7.1)
pUC- 
18cam
(N7.2)
 
 
 
 
 
 
  
På billede 6, ses vores bånd for kloningsvektorene, med indsatte resistensgener. 
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Slot nr. 3 
pNDM71cam(4.1): ses to bånd, et ved 8000-10000bp og et ved 1800bp 
Vi forventede at se bånd ved: 6302bp og 1184bp, hvilket vi ikke gjorde. Da det næsten svarede til 
de forventede + længden af cat, fik vi mistanke om et dobbelt insert på 4.1 og 4.2, da længderne af 
deres bånd så ens ud. 
 
Slot nr. 4  
pNDM71cam(4.2): ses to bånd, et ved 8000-10000bp og et ved 1800bp 
Vi forventede igen at se bånd ved: 6302bp og 1184bp. Da vores resultater for 4.2 viste sig at være 
de samme som for 4.1, valgte vi at gå videre med denne skæring på trods af at længden af båndet 
ikke var som forventet. 
 
Slot nr. 5 
pNDM71tc(5): ses et bånd ved 6000-8000bp. 
Vi forventede at se bånd ved: 6302bp og 1510bp, da disse ikke stemmer med overens med vores 
observationer, arbejdede vi ikke videre med den tilhørende kultur. 
 
Slot nr. 6 
pUC18cam(6.1): ses tre bånd ved 2000-3000bp, 600-700bp og 300bp. 
Vi forventede at se bånd ved: 2651bp, 619bp og 334bp, dette stemte overens med vores 
observationer, derfor valgte vi arbejde videre med den tilhørende kultur. 
 
Slot nr. 7 
pUC18cam(6.2): ses to bånd ved 1500-2000bp, 600-700bp. 
Vi forventede at se bånd ved: 2651bp, 619bp og 334bp. Denne skæring er ikke korrekt, så den 
arbejdede vi ikke videre med. 
 
Slot nr. 8  
pUC18tc(7.1): ses to bånd ved 8000bp og 700-800bp. 
Vi forventede at se bånd ved: 1279bp og 2651bp, da disse ikke stemmer med overens med vores 
observationer, arbejdede vi ikke videre med den tilhørende kultur. 
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Slot nr. 9 
pUC18tc(7.2): ses to bånd ved 8000bp og 700-800bp. 
Vi forventede at se bånd ved: 1279bp og 2651bp, da disse ikke stemmer med overens med vores 
observationer, arbejdede vi ikke videre med den tilhørende kultur. 
 
Slot nr. 10 
pUC18cam(N7.1): ses to bånd ved 6000bp og 1200bp. 
Vi forventede at se bånd ved: 2651bp, 619bp og 334bp, da disse ikke stemmer med overens med 
vores observationer, arbejdede vi ikke videre med den tilhørende kultur. 
 
Slot nr. 11 
 pUC18cam(N7.2): ses to bånd ved 6000bp og 1200-800bp. 
Vi forventede at se bånd ved: 2651bp, 619bp og 334bp, da disse ikke stemmer med overens med 
vores observationer, arbejdede vi ikke videre med den tilhørende kultur. 
 
Som nævnt ovenfor valgte vi at arbejde videre med pNDM71cam(4.2) og pUC18(6.1). Plasmiderne 
pUC18 og pNDM71 for tc og cam ses nedenfor. Disse blev brugt til at beregne, hvor store 
fragmenter de ovenstående skæringer ville give anledning til hvis plasmiderne var korrekte: 
 
Regneeksempel for det første billede i figur 16 på næste side: 
Pst1 skærer ved 416bp, og det ene EcoR1 skærer ved 1035bp og den anden skærer ved 1369bp. 
Ved skæring med Pst1 og EcoR1 to gange, forventede vi tre fragmenter på hhv.: 
EcoR1(1035bp) – Pst1(416bp)  = 619bp 
EcoR1(1369bp) – EcoR1(1035bp) = 334bp 
pUC18cat(3604bp) – (619bp + 334bp) = 2651bp 
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pNDM71 cat gr 7
7486 bp
tap
repA
14K oriR
parM
parR
bla
cI857
copB
cat
Bam HI
Kpn I
Pml I
Aat II
Cla I
pNDM71 tc gr 7
7812 bp
tap
repA
14K oriR
parM
parR
bla
cI857
copB
tc
Eco RI
Kpn I
Pml I
Aat II
Cla I
pUC18 tc gr 7
3930 bp
APr
tc
P(BLA)
P(LAC)ORI
EcoRI (1695)
Sma I (1681)
Pst I (416)
BamHI (430)
BamHI (776)
pUC18 cat gr 7
3604 bp
APr
cat
P(BLA)
P(LAC)
ORI
BamHI (430)
Sma I (1355)
Pst I (416)
EcoRI (1035)
EcoRI (1369)
 
 
 
  
På figur 16, ses plasmiderne pUC18 og pNDM71 for tc og cam. Øverst til venstre ses plasmidet 
pUC18, hvor den grønne pil viser hvor vores resistensgen cat er indsat. Tre af de fire blå streger 
viser hvor restriktionsenzymerne Pst1 og EcoR1 skærer. Dette er angivet på figuren, for de specifikke 
restriktionsenzymer. 
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Delresultater 5 
Efter vores første MIC-forsøg kunne vi se om der var synlig vækst i rørene, og ved hvilke 
koncentrationer væksten eventuelt var stoppet.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Da vi stort set havde synlig vækst i alle vores rør, valgte vi at lave en OD-måling på de højeste 
koncentrationer for at kunne sammenligne med en positive kontrol og se om antibiotikaene har haft 
nogen effekt. 
  
pUC18cam(N7.2) Synlig vækst i alle rør 
pNDM71cam(4.1) Synlig vækst i alle rør på 
nær i røret med konc. 
320µg/mL 
pUC18cam(6.2) Synlig vækst i alle rør på 
nær i røret med konc. 
320µg/mL 
pUC18cam(6.1) Synlig vækst i alle rør 
pNDM71cam(4.2) Synlig vækst i alle rør 
pUC18cam(N7.1) Synlig vækst i alle rør 
pNDM71tc(5) Synlig vækst i alle rør 
pUC18tc(7.2) Synlig vækst i alle rør 
pUC18tc(7.1) Synlig vækst i alle rør 
pNDM71amp Synlig vækst i alle rør på 
nær i røret med konc. 
800 800µg/mL 
pUC18amp Synlig vækst i alle rør 
På billede 7 ses bakterievæksten i 
rørene med ampicillin, ved to 
forskellige koncentrationer.  
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OD-målinger fra opvoksninger af de højeste koncentrationer af antibiotika: 
Positiv cam kontrol: OD = 2,34  
cam: 
pUC18cam(n7.1)     0,548 
pNDM71cam(4.2)   0,497 
pUC18cam(6.2)       0,453 
pNDM71cam(4.1)   0,128 
pUC18cam(6.1)       0,225 
pUC18cam(N7.2)    0,591 
 
tc: 
pUC18tc(7.2)   0,455 
pUC18tc(7.1)   0,479 
pNDM71tc(5)  0,523 
 
amp: 
pUC18amp     0,862 
pNDM71amp 0,010 
 
 
 
Vi kunne ud fra målingerne se at der selvom der var vækst i de højeste koncentrationer, ikke var 
lige så meget som i den positive kontrol, 
hvilket indikere at antibiotikummet har haft 
en effekt, der dog ikke har været stor nok til 
at hæmme væksten fuldstændigt. En tydelig 
forskel på rørene med ampicillin ses også. 
pUC18amp der har et højt kopital har meget 
tydeligt vækst hvorimod pNDM71amp, der 
har et lavt kopital, ikke har nogen vækst. Som 
det ses på billede 8, på forrige side, er der 
synlig vækst af bakterier ved en antibiotikum 
koncentration på 400µg/mL, men ingen vækst 
ved en koncentration på 800µg/mL. MIC må 
altså ligge mellem 400-800.  Ud fra OD-
målingerne og rørene med antibiotika, kunne vi se ved hvilke koncentrationer antibiotikummet 
begynder at have en virkning, eller om vi skulle højere op i koncentration, som var tilfældet for de 
rør der alle har synlig vækst, hvilket vi noteret som det ses på billede 8.  
 
 
På billede 8 ses vores arbejde med noteringen af 
resultaterne. 
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Delresultater 6 
Vi testede om der var insert i plasmiderne efter vores første MIC-forsøg. 
Efter gelen med skæringerne var kørt, så vi at kun pUC18cam(6.1) var korrekt, for kloramfenikol. 
Man kigger på båndlængderne på billedet af gelen for at se om de rigtige PCR-fragmenter er indsat 
som beskrevet tidligere. Vi brugte også pNDM71cam(4.2), da vi havde en mistanke om, at der var 
et dobbeltinsert, dvs. to indsatte gener i stedet for et, efter hinanden. pUC18cam(6.1) og 
pNDM71cam(4.2) var begge kulturer der havde fået indsat genet for kloramfenikol. Ud over disse 
to kunne pUC18 og pNDM71, der indeholder resistensgenet for ampicillin, også bruges til MIC-
forsøgene. Ingen af vores skårne plasmider for tetracyklin var ved de formodet båndlængder hvilket 
betyder at det var nogle forkerte fragmenter, der var blevet indsat.  
Vi valgte at arbejde videre med ovenfor nævnte kloner, og gentog MIC forsøget for at bestemme 
MIC mere præcist for disse kloner. 
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Delresultater 7 
Nedenfor beskrives vores observationer ved de sidste MIC-forsøg  
 
pNDM71amp: 
Synlig vækst i alle rør, men vi havde før påvist resistens i røret med 800. Udfra dette kan vi 
konkludere at MIC må være 800, selvom vi ikke har påvist det i denne omgang. 
 
pUC18amp: 
Synlig vækst i alle rør. Vores højeste koncentration var 2750µg/mL, hvilket er en meget høj 
koncentration og derfor siges denne bakterie at være 
resistent, væksten kan ses på billede 9.  
 
pUC18cam(6.1): 
Her stoppede væksten mellem 1000 og 1100, derfor må 
MIC være 1100 
 
pNDM71cam(4.2): 
Rørene ligner vores resultater fra pUC18cam(6.1), men 
der var sket en fejl ved 1100. Dette kan skyldes at vi 
havde glemt at tilsætte antibiotika. Dvs. at MIC må 
være over 1000, da der var synlig vækst i røret med 
1000. 
 
Tabel over MIC-værdier: 
 pNDM71amp 800 
pUC18amp >2750 
pUC18cam(6.1) 1100 
pNDM71cam(4.2) >1000 
 
 
Billede 9 viser bakterievæksten for højkopi 
plasmidet pUC18, ved 2750µg/mL 
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Diskussion 
Med dette projekt ønskede vi at belyse, om der var en forskel i hvor resistente E.coli af stammen 
MG1655, bliver overfor hhv. ampicillin, kloramfenikol og tetracyklin, når de indeholdte de 
specifikke resistensgener på hhv. et lav- og et højkopi plasmid. Umiddelbart mente vi at, det virkede 
ligetil at antage en bakterie med et højkopi plasmid, hvor det er tilstede i større mængder, måtte 
være mere resistent end en bakterie,  der indeholder et lavkopi plasmid.  
 
I det følgende afsnit vil vi gennemgå og diskutere vores resultater fra det eksperimentelle arbejde, 
og sammenligne disse med hvad vi havde forventet ud fra vores teori. 
På billede 6 ses vores agarosegel, med de testskæringer vi lavede. Ud fra DNA-fragmenternes 
længder, kan vi konstatere at pNDM71cam(4.2), pNDM71cam(4.1) og pUC18cam(6.1) har 
korrekte eller delvis korrekte inserts. Vi valgte derfor at arbejde videre med disse kloner, til 
bestemmelse af MIC, dog valgte vi kun (4.2) ud, da (4.1) og (4.2) så ens ud. 
Vi fik mistanke om et dobbelt insert for pNDM71cam(4.2) og (4.1), da det bånd som blev skåret ud 
næsten svarer til det forventede + længden af cat genet. Dette kan skyldes for meget PCR i forhold 
til kloningsvektoren under ligeringen, hvilket kan have en betydning for resistensen idet at 
gendosen er dobbelt så stor som den skulle have været. 
Dette ville forklare, hvorfor skæringerne er så tydelige, men havde forkerte længde af båndene. 
Ingen af vores skårne plasmider for tetracyklin var ved de formodet båndlængder, hvilket betyder at 
det var nogle forkerte fragmenter, der var blevet indsat. De kan eventuelt være muteret. 
Tetracyklin havde ellers været interessant, idet tetR koder for en effluxpumpe, hvor vi ville kunne 
observere effekten af mængden af effluxpumper på resistensniveauet. Da vi ikke har nogle 
resultater på vores tetracyklin inserts, er det svært at sige noget om denne forbindelse i forhold til 
vores eksperiment. Det vi kunne forestille os, var at de vildtype bakterier, der havde resistensgenet 
for tetracyklin, tet, lokaliseret på pUC18, kunne tåle en højere koncentration af antibiotika end de 
bakterier, der havde tet placeret på pNDM71. Denne formodning skyldes flere kopier af tetR i 
teorien medfører flere effluxpumper, dvs. der kan pumpes mere antibiotika ud, hvilket kunne 
formodes at føre til at bakterier med tetR på højkopi plasmider kan tåle højere koncentration af tc 
end bakterier med resistensgenet på lavkopi plasmider. 
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Desuden er forskellen i resistensgraden på høj- og lavkopi plasmider interessant, idet denne viden 
måske i fremtiden kan udnyttes til at begrænse den mængde af antibiotika, der benyttes til at kurere 
almindelige bakterieinfektioner. Hvis der udvikles en testmetode, som man kan bruge til relativt 
hurtigt at bestemme, hvorvidt bakteriers eventuelle resistensgener sidder på et høj- eller lavkopi 
plasmid, vil man kunne dosere antibiotika herefter, og dermed undgå at bruge unødige mængder. 
Dette vil først være meningsfuldt, hvis vi en dag står i et scenarie, hvor de fleste bakterier har 
udviklet en form for resistens, da der ellers af åbenlyse grunde, ikke er grund til at teste hvor 
resistensgenet ligger. Som udviklingen har set ud over den sidste lange årrække, tyder det dog på at 
det er der, vi er på vej hen. Normalt vil man ikke behandle en bakterieinfektion med et 
antibiotikum, som bakterien har udvist resistens overfor. Dette vil kræve en meget højere dosis, og 
derfor medføre flere bivirkninger. Dog vil udviklingen måske en dag sætte os i en situation, hvor 
der simpelthen er udviklet krydsresistens eller specifik resistens overfor alle gængse antibiotika, og 
da vil man være tvunget til at sætte dosen op. 
Ved vores eksperimentelle arbejde, så vi en tydelig sammenhæng mellem de ampicillinresistente 
bakteriers resistensniveau og kopital. I E.coli med ampR på pUC18, skulle der større doser af 
antibiotika, til at hæmme væksten, end i E.coli med ampR på pNDM71. For pNDM71 bestemte vi 
MIC til 800. Vi fik ikke bestemt en præcis MIC-værdi for pUC18, men fandt ud af, at den var større 
end 2750. Ud fra disse observationer kan vi konkludere at der er forskel på resistensniveauet 
overfor ampicillin, alt efter om ampR sidder på et høj- eller et lavkopi plasmid. Efter aflevering af 
rapporten vil vi forsøge at bestemme MIC for MG1655/pUC18. I vores MIC-førsøg regnede vi 
mængden af kultur der skulle tilsættes til 50mL LB ud med en faktor 10 forkert. Vi skulle have haft 
en bakterie koncentration på 5·105bak/mL, men har regnet og arbejdet med en bakterie 
koncentration på 5·106bak/mL. Dette burde ikke have nogen effekt, på vores MIC-værdier, men er 
en fejlkilde der bør nævnes.  Efter første MIC-forsøg viste det sig, at de to skæringer 
pNDM71cam(4.1) og pNDM71cam(4.2) ikke havde samme MIC. Dette skulle vi have været mere 
opmærksomme på, idet de burde have været ens, og det tyder på at der kan have været sket en fejl 
under vores MIC-bestemmelse. Derfor kunne det have været interessant at gentage MIC-forsøget 
for både (4.1) og (4.2), og se om MIC-værdierne så var blevet mere ens. Hvis ikke de var ens efter 
et gentaget forsøg, ville det betyde at der muligvis har været fejl, og at skæringerne alligevel ikke 
har været ens, som de så ud på gelbilledet. I vores arbejde med kloramfenikolresistente bakterier 
kunne vi bestemme MIC for både pNDM71cam(4.2) og for pUC18cam(6.1). For pUC18cam(6.1) 
bestemte vi MIC til at være 1100 og for pNDM71cam(4.2) bestemte vi MIC til >1000, med en 
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formodning om at denne MIC-værdi ville ligge på 1100, hvis forsøget var blevet udført korrekt. Da 
MIC-værdierne her ligger meget tæt på hinanden, var vores første antagelse at et lavkopi plasmid 
med dobbelte insert måtte have en gendose tilsvarende et højkopi plasmid med enkelt insert. Vi 
fandt ud af at denne antagelse ikke passede, da der stadig er meget stor forskel på gendosen mellem 
de to plasmider. Vores anden antagelse ud fra forsøgsresultaterne var at resistensniveauet ikke 
afhænger af gendosis. cat virker enzymatisk, og man kan godt forvente at selv en lille gendosis er i 
stand til at inaktivere høje antibiotikakoncentrationer. Dvs. substratet er i underskud i begge 
stammer, og derfor bliver de resistente, overfor samme mængde antibiotikum. Dette ville betyde, at 
det ikke spiller nogen rolle om cat er placeret på et lav- eller et højkopi plasmid. 
 
Denne antagelse kan imidlertid heller ikke være korrekt, da ampicillin virker ligesom kloramfenikol 
ved enzymatisk inaktivering. En fejlkilde i vores forsøg kan være plasmidet for pNDM71cam(4.2), 
der ikke havde korrekt insert. Derfor vurderer vi at MIC for pNDM71cam(4.2) ikke kan bruges til at 
konkludere noget ud fra, og at forsøget burde gentages for brugbare resultater. Vi kunne se at der 
var en forskel på hvor meget antibiotika en stamme med cat på pUC18 kunne tåle (1100µg/mL) i 
forhold til en stamme med ampR på pUC18 (2750µg/mL). Dette indikerer at to antibiotika med 
samme overordnede mekanisme, i dette tilfælde enzymatisk inaktivering, stadig kan have andre 
variabler der spiller en rolle for resistensniveauet. Her skyldes forskellen højest sandsynligt, at der 
er forskel i måden de to enzymer CAT og β-laktamase virker på to forskellige måder.  
Konklusion 
Vi kan ud fra vores forsøg konkludere at resistensniveauet overfor ampicillin er afhængigt af, om 
ampR er placeret på et høj- eller et lavkopi plasmid. Vores resultater indikerede det modsatte for 
kloramfenikol, selvom begge antibiotika virker enzymatisk. Ved at, udfaldet af vores forsøg er 
forskelligt for ampicillin og kloramfenikol kan vi konkludere at resistensniveauet afhænger af flere 
variabler end selve mekanismen bakterien gør brug af. Forsøget skal dog gentages før noget konkret 
kan konkluderes.  
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Bilag 1: Fremgangsmåde for de enkelte trin 
På disse bilag, vil vi gennemgå fremgangmåden, for de enkelte trin, det er dog ikke alle trin der er 
nævnt her. 
 
Vi bruger forskellige kit til oprensning af PCR-produkt, plasmider og plasmider fra gel: 
 
 
 
 
 
 
Trin 1: PCR 
Fortynding af de fire primere til en koncentration på 100 pmol/l: 
- 10µL cam Sma1, pml1 R (100 pmol/L) + 90µL dH2O  
- 10µL cam BamH1 F (100 pmol/L)+ 90µL dH2O 
- 10µL tc Sma1, pml1 F (100 pmol/L)+ 90µL dH2O  
- 10µL tc EcoR1 R (100 pmol/L)+ 90µL dH2O 
Primerne hører sammen to og to, så vi har to sæt primer. Blandingerne laves i PCR-rør. 
 
PCR-blandinger: 
PCR til amplifikation af kloramfenikol: 
- 1µL cam BamH1 F (100 pmol/L) 
- 1µL cam Sma1 R (100 pmol/L) 
- 1µL template pMGJ25(oprenset plasmid)  
- 9,5µL dH2O 
- 12,5µL pfu hotstart master mix 
 
Oprensning af Kit Firma Trin 
PCR-produkt MinElute Purification Kit QIAGEN 3 og 5 
PCR-produkt High Pure PCR Product Purification Roche 2 
Plasmider fra 
E.coli 
GenElute Plasmid Miniprep Kit Sigma-aldrich 13 
Plasmider fra gel illustra Purification Kit GE Healthcare 7 
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Kontrol PCR, hvor template pMGJ25 undlades: 
- 1µL tc Sma1, pml1 F (100 pmol/L) 
- 1µL tc EcoR1 R (100 pmol/L) 
- 10,5µL dH2O 
- 12,5µL pfu hotstart master mix 
 
PCR til amplifikation af tetracylin: 
- 1µL tc Sma1, pml1 F (100 pmol/L) 
- 1µL tc EcoR1 R (100 pmol/L) 
- 1µL template pBR322 (oprenset plasmid)  
- 9,5µL dH2O 
- 12,5µL pfu hotstart master mix 
 
Kontrol PCR, hvor template pBR322 undlades:  
- 1µL tc Sma1, pml1 F (100 pmol/L) 
- 1µL tc EcoR1 R (100 pmol/L) 
- 10,5µL dH2O 
- 12,5µL pfu hotstart master mix 
 
Trin 2: Oprensning af PCR-produkt 
Oprensning af PCR-produkt. 
‐ 20µL PCR blandes med 100µL bindingsbuffer 
‐ Blandingen overføres til filterrør og centrifugeres 14000rpm i 60sek. 
‐ Supernatanten hældes fra og 500µL vaskebuffer tilføres. 
‐ Centrifugering gentages ved 12000rpm i 1min. 
‐ Den gennemløbne væske hældes fra og der tilføres 200µL vaskebuffer 
‐ Cenfrifugering gentages ved 12000rpm i 1min. 
‐ Den gennemløbne væske hældes fra og der tilføres 50µL Elutionbuffer 
‐ Filteret overføres til rent eppendorfrør 
‐ Centrifugeringen gentages for sidste gang ved 12000rpm i 1min. 
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Trin 3: Skæring af PCR-produkt 
For tc: 
Vi startede med at skære PCR-produktet for tc, da det kræver to forskellige buffere til de to 
enzymer: 
1) tc: EcoR1 + Eco721 
2) tc: EcoR1 + Sma1 
 
Først skæres de med EcoR1. Totalvolumenet for alle blandinger skal være 30L, dvs.: 
1)    2) 
3L EcoR1 Buffer   3L EcoR1 Buffer 
20L tc PCR     20L tc PCR 
6L dH2O    6L dH2O 
1L EcoR1    1L EcoR1 
 
Blanding 1 og 2 inkuberes ved 37°C.  
 
Før vi kunne fortage den anden skæring, oprensede vi:  
Det oprensningskit vi brugte hed: MinElute Kit.  
1. 150µL Buffer PB (bindingsbuffer) blandes med 30µL PCR-produkt. 
2. De to PCR/buffer-blandinger pipetteres 2-3 gange og overføres til et filterrør  
3. Blandingerne centrifugeres i 1min. ved 14000rpm  
4. Supernatanten hældes fra 
5. PCR-produkterne vaskes med 750µL PE-buffer (vaskebuffer) og centrifugeres i 1min. 
6. Den gennemløbne væske hældes fra og blandingerne centrifugeres igen i 1min. ved 
14000rpm (uden vaskebuffer) for at tørrer filtreret. 
7. Filtertube overføres til et nyt rør 
8. 10µL EB buffer (elution buffer) tilsættes i midten at filteret, hvorefter blandingerne står 
1min. og derefter centrifugeres 1min. ved 14000rpm.  
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Skæring med nr. to enzym fra oprenset PCR-produkt: 
Alle blandinger har et total volumen på 30µL. Her brugte vi kun 9L tc PCR, da dette er total 
volumen af PCR-produktet fra første skæring med enzym 1. 
 
 
1)    2) 
3L Tango Buffer   3L Tango Buffer 
9L tc PCR (skåret PCR fra template)  9L tc PCR (skåret PCR fra template) 
17L dH2O    17L dH2O 
1L Eco721    1L Sma1 
 
Blanding 1 og 2 inkuberes begge i 2 timer, Eco721 ved 37°C og Sma1 ved 30°C.  
 
 
For cam: 
Her kan begge skæringer laves samtidigt. Dog skal man være opmærksom på, at Sma1 kun er 50% 
aktivt ved 37°C, og derfor skal skæringer med Sma1 stå i ca. 3 timer.  
De enzymer vi brugte: 
1) cam: BamH1 + Eco721 (som senere skal ligeres med pNDM71) 
2) cam: BamH1 + Sma1 (som senere skal ligeres med pUC18) 
 
1)    2) 
3L Tango Buffer   3L Tango Buffer 
20L cam PCR (oprenset cam PCR)  20L cam PCR (oprenset cam PCR) 
5L dH2O    5L dH2O 
1L BamH1    1L BamH1    
1L Eco721    1L Sma1  
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Trin 5: Skæring af vektorer 
Skæring af vektorer, der senere skulle bruges til ligering med vores tc PCR-produkt.  
Først skar vi med det ene enzym, hvorefter vi oprensede med MinElute Kit, og så skar vi med det 
andet enzym. 
OBS: Det pNDM71 vi bruger er meget koncentreret, derfor bruger vi et meget lille volumen. 
 
1)     2) 
3L EcoR1 buffer   3L 1 X Tango Buffer  
1L pNDM71   9L pNDM71 (oprenset vektor) 
25L dH2O    17L dH2O 
1L EcoR1    1L Eco721 
 
3)    4) 
3L EcoR1 Buffer   3L Tango Buffer  
20L pUC18    9L pUC18 (oprenset vektor) 
6L dH2O    17L dH2O 
1L EcoR1    1L Sma1 
 
 
Skæring af de vektorer, der senere skulle bruges til ligering med vores cam PCR-produkt. 
Disse skæringer kunne udføres uden oprensning. 
1)     2) 
3L 10X Tango Buffer   3L 10X Tango Buffer  
1L pNDM71   20L pUC18 
24L dH2O    5L dH2O 
1L Eco721    1L Sma1 
1L BamH1    1L BamH1 
 
Alle blandinger blev inkuberet ved 37°C i halvanden time.   
Oprensning 
Oprensning 
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Trin 6: Gelelektroforese af vektorer 
Når man kører en geleleltroforese, kan volumen variere, alt efter hvad vi kører på gelen, 
nedenstående er fra vores vektorer, efter trin 5.   
1. 6µL 6X loadingbuffer tilsættes til de 4 skæringsreaktioner fra forrige trin. 
2. De fire prøver har nu et total volumen på 36µL og pipetteres op og ned et par gange, 
hvorefter de tilsættes i hver sin brønd på gelen. 
3. Agarosegelen køres i 45min.   
Trin 7: Oprensning af DNA fra TBE agarosegel 
Vi oprensede med illustra Purification Kit 
1. Et eppendorfrør vejes til 0,9343g 
2. Agarosebånd skæres ud og overføres til eppendorfrør 
3. Vægten beregnes af prøverne 
4. 300µL capturebuffer tilsættes 
5. Blandingen vendes et par gange  
6. Blandingen inkuberes i 10min. ved 60°C og mixes hvert 3min. 
7. Opløsningen overføres til filter/collection tube og henstilles 1min. ved stuetemp. 
8. Opløsningen centifugeres i 30sek. ved 12000rpm 
9. Overskuddet fra collection tuben smides væk 
10. 500µL vaskebuffer tilføres 
11. Der centrifugeres igen i 30sek. ved 12000rpm  
12. Trin 11 gentages 
13. Overskud smides væk  
14. Filtertuben overføres i et eppendorfrør 
15. 15µL elution buffer tilføres til center i filtertube 
16. Henstilles i 1min. ved stue temp. og centrifugeres i 30sek. ved 12000rpm 
17. Det oprenset DNA opbevares ved -20°C 
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Trin 8: Ligering af PCR-produkt til vektorer 
Ligeringsmix 1:  
Vektor pNDM71 (BamH1 – Eco721) + PCR-produkt cam (BamH1-Eco721) 
- 2µL 5X ligasebuffer 
- 1µL skåret vektor 
- 6,5µL skåret PCR-produkt 
- 0,5µL T4 DNA-ligase 
Ligeringsmix 2: 
Vektor pNDM71 (EcoR1 – Eco721) + PCR-produkt tc (EcoR1 – Eco721) 
- 2µL 5X ligasebuffer 
- 1µL skåret vektor 
- 6,5µL skåret PCR-produkt 
- 0,5µL T4 DNA-ligase 
Ligeringsmix 3:  
Vektor pUC18 (BamH1 – Sma1) + PCR-produkt cam (BamH1 – Sma1) 
- 2µL 5X ligasebuffer 
- 1µL skåret vektor 
- 6,5µL skåret PCR-produkt 
- 0,5µL T4 DNA-ligase 
Ligeringsmix 4:  
Vektor pUC18 (EcoR1 – Sma1) + PCR-produkt tc (EcoR1 – Sma1) 
- 2µL 5X ligase buffer 
- 1µL skåret vektor 
- 6,5µL skåret PCR produkt 
- 0,5µL T4 DNA-ligase 
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Trin 9: Vækst af DH10b E.coli til kemisk kompetente celler 
1. ON bliver fortyndet til OD600 = 0,01 i 15mL LB. (udregningen for dette kan ses i trin 14) 
2. Herefter inkuberes den fortyndede ON ved 37°C i vandbad med omrystning. OD måles hver 
halve time til kulturen høstes ved en OD = 0,4-0,6, dette gøres ved at tage 8mL og 
centrifugere ved 5000rpm i 5min. ved 4°C. (Cellerne holdes kolde fra dette trin). 
3. Supernatanten hældes fra og cellepellet resuspenderes i 4mL iskoldt 50mM CaCl2, der igen 
centrifugeres ved 5000rpm i 5min. ved 4°C. Supernatanten hældes fra og cellerne 
resuspenderes i 1mL iskoldt 50mM CaCl2. 
4. Cellerne inkuberes 30min. på is, og de bruges efterfølgende til transformationsprocessen, 
som er beskrevet i trin 11.  
 
Trin 10: Transformering af ligeringsmix ind i DH10b 
Blandinger til transformationer  
1. 100µL DH10b kemisk kompetente celler (KKC)+ 5µL dH2O (negativ kontrol) 
2. 100µL KKC + 1µL pBR322 (positiv kontrol)  
3. 100µL KKC + 1µL pMGJ25 (positiv kontrol) 
4. 100µL KKC + 5µL ligeringsmix1, omtales videre som pNDM71cam(4) 
5. 100µL KKC + 5µL ligeringsmix2, omtales videre som pNDM71tc(5)  
6. 100µL KKC + 5µL ligeringsmix3, omtales videre som pUC18cam(6) 
7. 100µL KKC + 5µL ligeringsmix4, omtales videre som pUC18tc(7) 
 
Transformationsprocessen: 
1. Alle blandinger laves i eppendorfrør der pipeteres forsigtigt op og ned. 
2. De 7 eppendorfrør inkuberes på is i 30min. 
3. Derefter heat-shockes de ved 42°C i 2min.   
4. Rørene sættes tilbage på is og inkuberes i 10min. 
5. Der tilsættes 0,5mL LB og inkuberes ved 37°C i 60min. 
6. Så høster vi cellerne ved at centrifugere i 5min. ved 5000rpm. Vi hælder det meste af 
supernatanten fra. 
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7. Så resuspender vi cellepellet i det resterende LB medie og plader ud på selektive plader, ved 
at bruge en Drigalski-spatel.  
8. Pladerne tørres først på hoved ved 37°C i 30min. i varmeskab. 
9. Pladerne sættes ind i varmeskab i en pose for at sikre at de ikke tørre ud.  
10. Inkuberes ON ved 37°C. 
 
Trin 13: Oprensning af rekombinante plasmider  
Oprensning af plasmider: 
1. Vi startede med at overføre E.coli kultur fra trin 12 til mikrocentrifugerør; 2mL for pUC18 
og 5mL for pNDM71. Dernæst centrifugeres de i 1min. ved 12000rpm. 
2. Supernatanten blev hældt fra. 
3. 200µL resuspension buffer blev tilført til pellet, og det blev pipetteret op og ned til pellet var 
opløst. 
4. 200µL lysis buffer blev tilført, og tuberne vendes forsigtigt seks gange hver. Proceduren 
måtte max tage 5min. 
5. 350µL neutralisation buffer blev tilsat, vi mixede det ved at vende det seks gange, og så blev 
det centrifugeret i 10min. ved 12000rpm. 
6. 500µL column preparation buffer tilførtes til en filtertube og centrifugeres ved 12000rpm i 
1min og smed væsken væk. 
7. Den gennemløbne væske fra punkt 5, blev tilsat til filtertuben, der var gjort klar. Så 
centrifugerede vi det igen i 1min. ved 12000rpm, og smed væsken væk. 
8. 500µL optional vaskebuffer blev tilført og centrifugeres som i punkt 7, og den gennemløbne 
væske hældes fra. 
9. 750µL vaskebuffer tilførtes, og centrifugeres ved 12000rpm, 1min. og den gennemløbne 
væske hældes fra collection tuben. 
10. Herefter centrifugeres tuben en ekstra gang på 12000rpm i 1min., for at få resten af den 
gennemløbne væske fra. Så skiftede vi collection tuben ud. 
11. Til slut tilførte vi elution buffer til filtertuben og centrifugeret i 1min. ved 12000rpm.  
12. Til pUC18 brugte vi 100µL elution buffer, og til pNDM71 50µL.  
Efter sidste centrifugering indeholdte collection tuben rent DNA-plasmid, som vi satte på is, for at 
undgå DNA’et går i stykker, hvilket det gør i stuetemperatur. 
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Trin 14: Vækst af MG1655 E.coli til kemisk kompetente celler 
Vi laver en OD (koncentrationsbestemmelse af bakterierne i LB): 
‐ 1mL LB til reference 
‐ 1mL vildtype i LB, som udtages fra en blanding af 1mL MG1655 kultur og 9mL LB. 
Blandingen er altså fortyndet 10 gange, dette er nødvendig da kulturen eller vil være for tyk. 
OD for den fortyndede MG1655 stamme i LB lå på 0,62. Koncentrationen i vores nye blanding, 
som bakteriekulturen skal vokse i, skal være 0,01 i 25mL LB. 
Vi startede med at beregne, hvor mange µL MG1655, der skal til 1mL LB for at få den rigtige 
koncentration: 
1
620 · 1000 ൌ 1,61µL/mL 
Da det er en meget lille mængde i forhold til at vi opererer i 
størrelsesordnen ”mL”, vælger vi bare at udtage 25mL LB. For 
at få den rette koncentration skal vi derfor bruge 
1,61 ఓ௅௠௅ · 25݉ܮ ൌ 40ߤܮ 
Dvs. at der i blandingen kommer 
‐ 40µL MG1655 
‐ 25mL LB 
Denne blanding stod i vandbad i 4 timer, som det ses på billede 1 til OD var 0,4 (OD skal ligge 
mellem 0,4 og 0,6). 
  
På billede 1 ses vores kultur der står i 
vandbad. 
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Trin 15: Testskæring af oprensede plasmider 
Grundformel: 
2µL Buffer 
16,6µL plasmider 
0,7µL enzym 1 
0,7µL enzym 2 
 
Vi klargør ni eppendorfrør hvori der er: 
 
1. Rør      2. Rør  
2µL 10 X Tango           2µL 10 X Tango 
16,6µL pNDM71cam(4.1)       8µL pNDM71cam(4.2) 
0,7µL aatII       0,7µL aatII 
0,7µL claI       0,7µL claI 
    8,6µL dH2O (da det total volumen skulle  
være 20µL, og vi ikke havde nok plasmid, 
tilsatte vi vand) 
 
3. Rør     4. Rør  
2µL 10 X Tango       2µL Buffer O 
10µL pNDM71tc(5)       16,6µL pUC18cam(6.1) 
0,7µL aatII       0,7µL Pst1 
0,7µL claI       0,7µL EcoR1 
6,6µL dH2O (da det total volumen skulle  
være 20µL, og vi ikke havde nok plasmid, 
tilsatte vi vand)  
 
5. Rør     6. Rør  
2µL Buffer O       2µL Buffer O 
16,6µL pUC18cam(6.2)       16,6µL pUC18tc(7.1) 
0,7µL Pst1       0,7µL Pst1 
0,7µL EcoR1       0,7µL EcoR1 
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7. Rør      8. Rør  
2µL Buffer O       2µL Buffer O 
16,6µL pUC18tc(7.2)       16,6µL pUC18cam(N7.1) 
0,7µL Pst 1       0,7µL Pst 1 
0,7µL EcoR1       0,7µL EcoR1 
 
9.   Rør  
2µL Buffer O 
16,6µL pUC18cam(N7.2) 
0,7µL Pst 1 
0,7µL EcoR1 
 
Vi lader det inkubere i 2 timer ved 37°C. Herefter køres skæringerne på en agarosegel.   
 
Trin 16: Transformation af rekombinante plasmider ind i MG1655 
E.coli 
1. I 12 eppendorfrør, tilsættes 100µL af de KKC vi lavede dagen inden. 
2. I de første ni rør tilsættes vores egne oprensede plasmider med hhv. resistensgenet for tc og 
cam. Til rør nr. 10 og 11 tilsatte vi hhv. pUC18 og pNDM71, som indeholder resistensgenet 
for amp. Det sidste rør var til negative kontroller senere, så der tilsatte vi vand. Alt 
plasmid/vand blev tilsat i mængden 1µL, bortset fra pNDM71, som var meget koncentreret. 
Her tilsatte vi 0,5µL. Så pipetterede vi op og ned lidt, for at blande det hele. 
3. Dernæst inkuberes blandingerne på is i 30min. 
4. Eppendorfrørene tages op og heat-shockes ved 42°C i 2min. i vandbad. 
5. Derefter kom rørene tilbage på is i lidt over 5min. 
6. Til alle rør tilsættes der 500µL LB medie. Rørene vendes op og ned for at blive mixet, og 
derefter sættes de tilbage i varmeskabet for at blive inkuberet ved 37°C i 60min. 
7. Efter 60min. høstes cellerne, ved at centrifugere i 5min. ved 5000rpm. Da vi tog dem ud, 
kunne man tydeligt skelne pellet og supernatanten.  
8. Derefter hældes det meste af supernatanten fra (ca. 2/3), og pellet bliver resuspenderet ud i 
resten, som jo bestod af LB medie. Til sidst plades cellerne ud på de selektive plader. Den 
negative kontrol blev fordelt ud på hhv. cam, tc og amp plader.   
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Trin 18: Podning og renstrygning af MG1655 indeholdende de 
rekombinante plasmider 
tc: 
Til dette antibiotikum skulle vi bruge tre rør med LB: 
Vi startede med at regne ud hvor mange µL tc der skulle tilsættes til hvert af de tre rør med 5mL 
LB. Vi havde fået opgivet at der må tilsættes 5µg/mL tc og vores stokopløsning til tc er 10µg/µL. 
En stokopløsning er en opløsning af antibiotika der er mere koncentreret end vi har brug for.  Derfor 
udregnede vi hvor meget antibiotika vi skulle komme i hvert rør: Ud fra disse oplysninger 
beregnede vi mængden af tc der skulle tilsættes. 
 
I alt skulle der bruges: 
5mL LB · 5µg/mL slutkoncentration = 25µg 
25µg/10µg/µL = 2,5µL pr. rør 
Efter antibiotikummet var tilsat, brugte vi sterile pinde til at tage en bakteriekoloni fra vores plader i 
trin 17, og derefter blande dem ned i vores rør med tc og LB. Derefter brugte vi den samme pind 
som vi dryppede i kulturen til at stryge ud på tc plader.  
 
1.rør              2.rør   3.rør 
5mL LB             5mL LB  5mL LB 
2,5µL tc (10µg/µL)            2,5µL tc (10µg/µL)  2,5µL tc (10µg/µL) 
1 koloni MG1655/pUC18tc(7.1)   1 koloni MG1655/pNDM71tc(5) 1 koloni MG1655/pUC18tc(7.2) 
 
cam: 
Til dette antibiotikum skulle vi bruge seks rør med LB: 
Vi startede med at regne ud hvor mange µL cam der skulle tilsættes til hver af de seks rør med 5mL 
LB. Vi havde fået opgivet, at der må tilsættes 20µg/mL cam og vores stokopløsning til cam er 
20µg/µL.  
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I alt skulle der bruges: 
5mL LB · 20µg/mL slutkoncentration = 100µg 
100µg/20µg/µL = 5µL pr. rør 
Her er efter gentog vi podning og renstrygning ligesom for tc. 
 
1.rør    2.rør 
5mL LB     5mL LB 
5µl cam (20µg/µL)    5µL cam (20µg/µL) 
1 koloni MG1655/pNDM71cam(4.1)   1 koloni MG1655/pNDM71cam(4.2) 
 
3.rør    4.rør 
5mL LB     5mL LB 
5µL cam (20µg/µL)    5µL cam (20µg/µL) 
1 koloni MG1655/pUC18cam(N7.2)    1 koloni MG1655/pUC18cam (N7.1) 
 
5.rør    6.rør 
5mL LB    5mL LB 
5µL cam (20µg/µL)      5µL cam (20µg/µL) 
1 koloni MG1655/pUC18cam(6.1)   1 koloni MG1655/pUC18cam(6.2) 
 
 
amp: 
Til dette antibiotikum skulle vi bruge 2 rør, i det ene skulle der være pNDM71, og i det andet være 
pUC18. I det rør hvor bakteriekulturen med plasmidvektoren pNDM71 skulle være i, udregnede vi 
hvor meget amp, der skulle tilsættes, når vi har fået oplyst at der må tilsættes 50µg/mL amp med 
stokopløsningen 100µg/µL: 
 
I alt skulle der bruges: 
5mL LB·50µg/mL = 250µg 
250µg/100µg/µL = 2,5µL pr. rør 
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I det rør hvor bakteriekulturen med plasmidvektoren pUC18 skulle være i, udregnede vi hvor meget 
amp der skulle tilsættes, når vi har fået oplyst at der må tilsættes 100µg/mL amp med 
stokopløsningen 100µg/µL: 
 
I alt skulle der bruges: 
5mL LB·100µg/mL slutkoncentration = 500µg 
500µg/100µg/µL = 5µL pr. rør 
Vi podede og renstrøg igen ligesom for de forrige antibiotika. 
 
1.rør:     2.rør 
5mL LB     5mL LB 
2.5µL amp (100µg/µL)    5µL amp (100µg/µL) 
1 koloni MG1655/pNDM71   1 koloni MG1655/pUC18 
 
Trin 19: Undersøgelse af antibiotika resistens 
Første MIC-forsøg: 
Eksempel med udregning af pUC18cam(N7.1)  
OD = 0,716 
Dette afrundes og ganges med 10 da vi lavede en fortynding i forholdet 1:10 
0,7·10 = 7 
 
Når OD ved 600nm = 1 svare det til at der er 3·108bakterier/mL. 
OD·3,0·108bak/mL = x antal bak/mL 
7·3·108 bak/mL= 2,1·109bak/mL 
 
Vores ønskede koncentration var 5·105bak/mL, og da vi ville lave 50mL skulle disse værdier 
ganges. 
I alle rør skulle der være 50mL, dvs. 50mL·5·106 bak/mL= 25·106 bakterier 
Da 25·106 bakterier er fælles for alle ønskede opløsninger er den konstant, k; dvs. 
 ௞ை஽൉ଷ൉ଵ଴ఴ௕௔௞/௠௅ = x mL kultur 
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Antallet af bakterier divideres med antallet af 
bakterier pr. milliliter, for at finde ud af hvor 
mange milliliter kultur der skulle tilsættes. 
25·106bak / 2,1·109bak/mL = 0,0119mL = 
11,9µL 
Der skulle altså tilsættes 11,9µL af vores kulter 
Nr7.1 til 50mL LB for at vores koncentration var 
5·106bak/mL. På billede 2 ses dette trin. 
 
Samme fremgangsmetode bruges til de andre 10 
rør.  
 
 
  
cam 
pUC18cam(N7.1)   12µL 
pNDM71cam(4.2) 17µL 
pUC18cam(6.2) 14µL 
pNDM71cam(4.1) 21µL 
pUC18cam(6.1) 17µL 
pUC18cam(N7.2) 12µL 
tc 
pUC18tc(7.2) 12µL 
pUC18tc(7.1) 12µL 
pNDM71tc(5) 14µL 
amp  
pUC18 17µL 
pNDM71 12µL 
På billede 2 ses hvordan vi 
oppippeterer kultur 
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Mængden af antibiotika, der skal tilsættes til de enkelte koncentrationer  
 
cam 
5mL fortynding  
Stokopløsning: 20µg/µL 
Eksempel for koncentrationen 40µg/mL:  
40µg/mL·5mL=200µg 
200µg /20µg/µL = 10µL 
20µg/mL 5µL 
40µg/mL 10µL 
80µg/mL 20µL 
160µg/mL 40µL 
320µg/mL 80µL 
Positiv kontrol  
 
tc 
5mL fortynding 
Stokopløsning: 10µg/µL 
Eksempel for koncentrationen 5µg/mL: 
5µg /mL·5mL =25µg 
25µg /10µg/µL = 2,5µL 
5µg/mL 2,5µL 
10µg/mL 5µL 
20µg/mL 10µL 
40µg/mL 20µL 
80 µg/mL 40µL 
Positiv kontrol  
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amp 
5mL fortynding 
Stokopløsning: 100µg/µL 
Eksempel for koncentrationen 50µg/mL: 
50µg /mL·5mL=250µg 
250µg /100 µg/µL = 2,5µL 
50µg/mL 2,5µL 
100µg/mL 5µL 
200µg/mL 10µL 
400µg/mL 20µL 
800µg/mL 40µL 
Positiv kontrol  
 
 
Andet MIC-forsøg 
Mængde af antibiotika vi skulle bruge for at få de ønskede koncentrationer 
cam (pUC18cam(6.1) og 
pNDM71cam(4.2)) 
400µg/mL  100µL 
500µg/mL  125µL 
600µg/mL  150µL 
700µg/mL  175µL 
800µg/mL  200µL 
900µg/mL  225µL 
1000µg/mL  250µL 
1100µg/mL  275µL 
Positiv kontrol  
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pUC18 amp pNDM71 amp 
1000µg/mL  50µL 500µg/mL  25µL 
1250µg/mL  63µL 600µg/mL  30µL 
1500µg/mL  75µL 700µg/mL  35µL 
1750µg/mL  88µL Positiv kontrol  
2000µg/mL  100µL   
2250µg/mL  113µL   
2500µg/mL  125µL   
2750µg/mL  138µL   
Positiv kontrol    
 
Rørene stilles i vandbad ON ved 37°C. 
 
Bilag 2: Oversigt med forklaringer  
 
 Metode Anvendelse 
 
1 
 
PCR 
PCR = polymerase chain reaction. Her opformeres det 
pågældende stykke DNA, som ligger imellem de to primere.  
Primerne ligger hhv. opstrøms og nedstrøms for resistensgenet, 
og det er her imellem, at man kan amplificere det ønskede gen. 
Dette gøres både for cam’s template(pMGJ25) og tc’s template 
(pBRR322).  
2 Oprensning af PCR-
produkt 
Er en procedure hvorved alt unødvendig materiale som template, 
polymerase, MgCl2 og buffer frasorteres. Derved ender vi ud 
med at have et rent PCR-produkt. 
3 Skæring af PCR-produkt PCR-produkterne skæres med tilhørende restriktionsenzymer, 
restriktionsenzymer bruges til skæring af vektorerne, derved får 
PCR- produktet og de tilhørende vektorer komplementære ender, 
så de kan ligeres sammen i trin 8. 
4 Oprensning af skåret PCR-
produkt 
Her frasorteres skæringsbuffer og restriktionsenzymer. 
5 Skæring af vektorer Se trin 3.   
6 Gelelektroforese af 
vektorer 
Vi tjekker om skæringerne er korrekt indsat, ved at køre dem på 
en gel. 
7 Oprensning af vektorer fra 
TBE agarosegel 
Her skærer vi de båndlængder, vi skal bruge fra gelen og 
oprenser dem herefter, for at få de plasmider, der kan bruges til 
ligering. Hermed frasorteres DNA-molekyler, som ikke er blevet 
skåret, hvilket øger sandsynligheden for at vores kloner har 
indsat PCR- produkt. 
8 Ligering af PCR-produkt til 
vektorer 
De forskellige PCR-produkter blandes med tilhørende vektorer. 
Enzymet DNA-ligase integrerer PCR-produktet ind i vektorerne, 
ved at klister de skårne ender sammen. 
9 Vækst af DH10b E.coli til 
kemisk kompetente celler 
DH10b gøres kemisk kompetent, så cellerne er i stand til at 
optage DNA. 
10 Transformation af 
ligeringsmix ind i DH10b 
Her får vi vores plasmider indsat i DH10b. Dette gør det muligt 
for MG1566 E.coli at optage plasmiderne senere. 
11 Udpladning på selektive tc 
og cam plader 
Er en test for at se om vores bakterier kan gro. Derved får vi 
selekteret de bakterier fra, som ikke indeholder resistensgenerne, 
og vi kan arbejde videre med disse der har. 
12 Podning og renstrygning af 
DH10b indeholdende de 
rekombinante plasmider 
Vi tager de resistente bakterier fra trin 11 og gror dem i LB + 
relevant antibiotika, derved får vi friske kulturer som vi kan 
arbejde videre med. 
13 Oprensning af 
rekombinante plasmider  
Her frasorterer vi overflødigt materiale fra DH10b, så vi igen 
kun har plasmider tilbage, og intet andet irrelevant materiale fra 
DH10b cellen. 
14 Vækst af MG1655E.coli til 
kemisk kompetente celler 
Som i trin 9, dog med vildtype E.coli stammen. 
15 Testskæring af de 
oprensede plasmider 
Tester for at se om resistensgenerne, er korrekt indsat i 
plasmiderne. Hvis vi ikke ser nogle af de forventede bånd ved 
deres korrekte skæringslængder, kan disse plasmider frasorteres 
og behøves ikke videre behandling, da resistensgenerne ikke er 
indsat, eller ikke er indsat korrekt. 
16 Transformation af 
rekombinante plasmider ind 
i E.coli MG1655 
E.coli optager plasmiderne, hvorpå vi har indsat det pågældende 
resistensgen. 
17 Udpladning på selektive 
tc,cam og amp plader 
Som i trin 11. 
18 Podning og renstrygning af 
MG1655 indeholdende de 
rekombinante plasmider 
Som i trin 12, disse er klar til at få bestemt MIC. 
19 Undersøgelse af 
antibiotikaresistens 
Ud fra, om bakterien kan gro i de forskellige antibiotika 
koncentrationer, kan vi bestemme MIC. 
 
